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Amacg

Son yillarda Biyoteknoloji biliminin geligmesi ile ¢esitli enzim ve proteinlerin
tiretiminde mikroorganizmalara yonelinmigtir. Bu yolla gelismis birgok {ilke
ekonomilerine biiytik katkilar saglamaktadir.

Caligma materyali olarak segtigimiz Bacillus subtilis gerek Kkolay iiretilmesi,
gerekse birgok enzim salgilamasi nedeni ile uygun bir materyal olarak tespit edilmistir.

Oncelikle B. subtilis‘in en iyi liredigi ve a-amilaz sekresyonunun maksimum
oldugu ortam ve kogullar saptanmaya ¢aligilmistir. Bu saptamalardan sonra kalsiyum
kanal blokérlerinin, B. subtilis‘in tiremesi, o-amilaz sekresyonu, B. subtilis plazmiti
lizerine etkisi ve in vitro olarak blokorlerin a-amilaz tizerine etkisi aragtirildi. Calisilan
besi yerinde agir metal optimizasvonundan sonra agir metallerin tek ve blokérler ile
birlikte B. subtilis‘te o-amilaz sekresyonuna ve B. subtilis plazmiti iizerine olan etkisi
aragtirildi.

Aynca enzimin olusum  siirecinde, belirlenen zaman diliminde
Chloramphenicol uygulamasi ile membran ve salgilanmis enzim {izerine etkisi
saptanmaya ¢aligildi.

In vitro olarak nétral proteaz ile yapilan ¢aligmada, bu enzimin kofaktérii olan
Zn'*®, farkh pH’lar denenerek enzimden ayirmaya ¢ahigilarak miktar tayini yapilmaya
galigtlmugtir. Zn*nin enzime kuvvetli baghligindan dolayr aynlip ayrilmayacagi
arastirildi.



Ozet

Bu c¢aligmada Nottingham Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Béliimii’nden ve Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Bsliimii'nden
temin edilen B. subtilis kullanildi.

Bakterilerin Nutrient Broth (NB) ve Starch Beef (SB) ortaminda daha iyi tireme
gosterdigi saptanarak, bu besi ortamlarinda o-amilaz sekresyonunun hangi stirede
maksimuma ulagtif1 aktivite tayin yontemi ile tespit edilip elektroforez ile teyit edildi.

Bakteri, SB sivi besi yerinde gesitli kalsiyum kanal blokoérleri ile kontrol
esliginde etkilestirilerek, bu blokérlerin, tireme, ai-amilaz iiretimi ve bakteri plazmitleri
tizerine etkileri arastirildi. Blokdrlerin tireme ve a-amilaz sekresyonunu inhibe ettigi
saptandi. Kalsiyum kanal blokérlerinin a-amilaz enzimi {izerine in vitro etkisinin
olmadig1 g6zlendi.

Bakteri, SB siv1 besi yerinde agir metaller ile beraber kalsiyum kanal blokorii
olan Diltiazem ile kontrol esliginde etkilestirilerek, {ireme, ai-amilaz iiretimi ve bakteri
plazmitleri tizerine etkileri arastirildi. HgCly’nin iireme ve o-amilaz sekresyonunu
inhibe ettigi saptandi. ZnCl,’nin tireme ve amilaz sekresyonu tizerinde etkili olmadig,
Diltiazem’in yalniz bagina plazmit tizerine bir etkisinin olmadig1, ancak her iki agir
metalin Diltiazem esliginde plazmit amplifikasyonuna neden oldugu saptandi.

NB stv1 besi yerinde bakteri tiretiminin belirlenen zaman diliminde ortama ilave
edilen Chloramphenicol ile protein sentezi durdurularak, membrandaki ve salgilanmis
enzim aktivitelerine gore a-amilazin sentez ve olgun hale gelis siireleri belirlendi.
Inhibisyonun tamamlamp ribozom {izerinden membrandan ¢ikig siiresi 70-80 dakika
olarak tespit edildi.

pH etkisine maruz birakilan nétral proteaz enziminin, aktivitesinde meydana
gelen degisiklikler belirlendi. Enzimin maksimum aktiviteyi pH 7°de gosterdigi ve
dializ ile prostetik grubu olan Zn'™®nin enzimden ayrilmadi1 saptandi. Optimal
digindaki pH’larda enzimin ii¢ boyutlu yapistmn pH’ya bagimli bozulmasi ile
aktivitesini kaybettigi saptandi.
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Summary

In this study, B. subtilis was used, obtained from Nottingham University,
Medical School in Microbiology Department and Ankara University, Agriculture
Faculty, Food Engineering Departnent.

It has been established that Nutrient Broth (NB) and Starch Beef (SB) are more
convenient media in terms of the growth of the bacteria. The maximum activity time
for a-amylase secretion was determined by the activity determination method. These
results were confirmed by electrophoresis.

Bacteria was interacted with various calcium canal blockers in the SB liquid
medium. The effects of blockers on the bacterial growth, a-amylase production and
bacterial plasmids were investigated. It has been established that bacterial growth and
a-amylase secretion were inhibited by blockers. Calcium canal blockers had no effect
on the a-amylase in in vitro.

Bacteria was interacted with Diltiazem, a calcium canal blocker, along control
experiment in the SB liquid medium in the presence of heavy metals, and their effects
on bacterial growth, a-amylase production and bacterial plasmids were investigated.
Bacterial growth and o-amylase secretion were inhibated by HgCl,, but not by ZnCl,.
Diltiazem alone did not show any effect on the plasmid, however, both heavy metals
caused plasmid amplification in the presence of Diltiazem.

The protein synthesis was blocked by adding Chloramphenicol in the NB liquid
medium at a certain period of the bacterial bacterial growth. The durations of a.-
amylase synthesis and of its maturation in terms of the enzyme activity on membrane
and of the secreted enzyme activity were determined. The time for the excretion
through membrane along ribosome following completed inhibition was measured as a
70-80 minutes.

The effect of pH on the neutral protease activity was determined. The enzyme
showed maximum activity at pH 7. It was observed that Zn®", its prostetic group, was
not removed during dialysis. The enzyme loses its activity because of the degeneration

of its three dimensional structure at pH’s deviated from optimal range.



1. GIRIS

1.1 Bakteriyel Ekzoenzimler

Birgok bakteri tiredikleri ortamdaki besin maddelerinden faydalanmak igin
tiredikleri besi yerine ekzoenzim vaya ekstraseliiler enzim denilen enzimler salgilarlar.
Cogunlugunu hidrolaz ve proteazlarin olusturduu bu enzimlerin temel
fonksiyonlarindan biri mikroorganizmaya kullamlabilir besin saglamaktir. Diger bir
fonksiyonu ise enfeksiyon esnasinda saldirgan mekanizma olarak is gérmektir.

Ekstraseliiler enzimler olarak da bilinen ekzoenzimler hiicreden tamamen
bagimsizdirlar. Bu enzimler ile hiicre duvar1 veya membrana bagli enzimler arasinda
bir sinir vardir.

Ekzoenzimler, ekstraseliiler ve stoplazmik molekiiller olarak bir arada sentez
edilemezler. Stoplazma iginde ekzoenzimlerin farkli zamanlarda olustugunu ileri stiren
li¢ yol bulunmaktadir. Birincisi, Bacillus amyloliquefaciens’te a-amilaz ve proteazlarin
intraselliiler diizeyi hemen hemen ihmal edilecek kadar azdir. Ikincisi B.
amyloliquefaciens‘in stoplazmasinda bir ekstraseliiler riboniikleaz (RNAaz) inhibitorii
olarak bulunurlar. Enzim-inhibitér kompleksinin olugumu tersinmez oldugundan
dolay1 hiicre iginde dogal enzimin bulunmasi olasiligr azdir. Ugiinciisii ekzoenzimlerin
sentezi ile bunlarin sekresyonu arasinda kapali bir baglanma vardar.

Ekstraseliiler enzimlerin sentezi sporlasmadan 6nce geg iissel ve erken duragan
fazda maksimuma ulagir. Bu durum ekzoenzim sentezi ve sporlasma arasindaki iliskiyi
ortaya gikarir. Bununla birlikte tissel fazdan, duragan faza gegiste biiylime, ortamdaki
karbon kaynaginin azalmas: ile gergeklesir (1).

Son yillarda bakterilerin ekzoenzimleri iizerinde ¢aligmalar oldukca
yogunlasmistir. Bu ekzoenzimlerden salgilayan ve tizerinde gokga calisilan bir bakteri
de Bacillus subtilis’tir (2).



1.2 Bakteriyel a-amilaz ve Notral Proteaz

Amilaz terimi ilk defa nisasta ve nisastanin pargalanma {irtinleri olan
polisakkaritlerin o-(1-4) glikozidik baglarinin hidrolizini katalizleyen enzimleri
tanimlamak igin kullanilmigtir (3-5).

Amilaz; pankreas, tiikiiriik bezleri, mantarlar, arilar, bitkiler ve bakteriler
tarafindan tretilen bir enzimdir. Bunlardan 6zellikle bakteriler tarafindan {iretilen
amilazlar termostabil (1siya dayamikli) olmalar1 nedeni ile biiyiik bir ticari dneme
sahiptirler. Bu bakterilerden B. subtilis, B. stearotermophilus, B. coagulans, B.
licheniformis gibi Bacillus tiirleri 6n siray1 alirlar. Bu bakteriler uygun besi yerlerinde
amilaz ekstraseliiler olarak ortama salgilarlar (6).

Cesitli canhilardan izole edilen a-amilazlar substrati olan nigastay1 hidrolizleme
konumlarina gére endo ve ekzo amilazlar olmak {izere iki gruba ayrilirlar. Bir endo
amilaz olan a-amilaz nisasta molekiilii ile etkilestigi zaman hidroliz, molekiiliin orta
kisimlarinda olur. Bir ekzo amilaz olan B-amilaz, nisasta molekiilii ile etkilestigi
zaman hidroliz sadece indirgen olmayan uglardan baglar ve devam eder. Bunlardan
bagka bir de y-amilazlar vardir. Bu enzimler amilopektinin dallanma noktalarindaki
glikozidik baglar1 kirarlar (7). a-amilazin aktivite gosterebilmesi igin kofaktdr olarak
Ca®" iyonlarina ihtiyag vardir (8).

Son yillarda 6zellikle B. subtilis’ten izole edilen a-amilaz {izerinde yogun
¢aligmalar vardir (2). Ortamda, bir karbon kaynag: ve inorganik tuzlar varliginda
amilaz liretimi bir ¢ok aragtirici tarafindan gosterilmigtir (9). Bakteriyel enzimlerin
termostabilitesi yine aragtiricilar tarafindan gosterilmigtir (2,10).

Deschreider, g¢alismasinda a-amilazin  varbgiu poli  akrilamid jel
elektroforezinde gdstermis ve izolasyonu ile ilgili ¢aligmalar yapmustir (11).

Ortamda protein, peptit, pepton gibi organik maddelerin varliginda bakterinin
bunlar kaynak olarak kullanarak ekzoenzim sentezini arttirdi§1 saptanmustir (2). Farklh
karbon ve azot kaynaklari kullamlarak iiretilen bakterilerde, amilaz {iretimi ile {ireyen
bakteri miktar1 arasinda bir orant: olmadifi, karbon kaynafi olarak nisasta
kullanilmasinin sekerlere oranla daha yiiksek amilaz tiretimini ger¢eklestirdigini, azot
kaynag: olarak da organik azot kaynaklarimin amilaz tiretimini arttirdigini, inorganik



azot kaynaklarinin kullaniminin ise amilaz Uretimini ¢ok olumsuz etkiledigi
belirtilmistir (12). Chandra ve arkadaglari, diger organik azot kaynaklarmin peptona
nazaran daha diisiik amilaz tiretimi gercgeklestirdigini bildirmislerdir (13). Diisiik molar
kiitleli metabolize edilebilen sekerlerin enzim biyosentezindeki represyonundan dolay1
amilaz sentezini diigtirdtigii bildirilmigtir (14). Ikili besi yeri galisildign zaman 6n
inktibasyondan besi yerine aktarim esnasinda yiiksek inokiiliim yogunlugunun amilaz
tiretimini inhibe ettifi iki aragtirmaci tarafindan bildirilmistir (12-15). Yine enzim
sekresyonunun 6n inkiibasyonun yas ile ilgili oldugu bildirilmigtir (16-18).

o-Amilaz aktivitesi tizerine Ca**, Sr**, Ba®* ve K™'min stimiilator etkisi, Hg?*,
Ni**, Ag", Cd*" ve Fe*"'nin 1mM'da bile giiglii inhibisyon etkisi, Zn**, Mn?*, Mg>* ve
AP"nin 1hmh inhibisyon etkisi vardir. EDTA (Ethylenediaminetetraacetic Acid)
inhibisyonunun dozuna bagli oldugu, PCMB (p-Chloromercuribenzenesulfonic Acid)
ise o-amilaz {iizerine giliclii bir inhibisyon yarattii, EDTA ile meydana gelen
inhibisyonun Ca?* ile, PCMB ile olusan inhibisyonun ise GSH (Glutathione) ile geri
dontistimli olabilecegi agiklanmigtir (19).

Proteolitik enzimler endiistriyel enzimlerin 1/2 - 1/3"tinii olugturmaktadir (9).

B. subtilis'in gesitli nesilllerinden izole edilen ekstraseliller proteazlarm iki
tipinden biri olan metalo enzimler notral pH'da digeri olan serin enzimler ise bazik pH
degerlerinde aktiftirler (20,21). Schaeffer, g¢aligmasiyla proteolitik aktivitenin
sporlagmaya bagli oldugunu (22), Gerald, tissel fazin sonunda sporlasmanin baslangig
ve paralelinde proteaz sekresyonu ve tiretiminde artig oldugunu géstermistir (23).

Bir metaloenzim olan nétral proteazin bir Zn*? atomu icerdigi ve EDTA ile
inaktif hale getirilebilecegi gosterilmistir. Notral proteaz sirastyla kazein, hemoglobin,
albumin ve jelatini daha iyi bir sekilde hidrolizledigi bildirilmigtir. Bu enzimin papain,
kimopapain, tripsin ve kimotripsinden 5-6 kez daha aktif oldugu, enzimin yag asitleri
veya amino asit esterlerini hidrolizlemedigi, Ca** ve diger toprak alkali metaller
varliginda stabil ve otolizinin en az oldugu ve saflagtirma esnasinda enzimin spesifik
aktifligi ile Zn*> bilesenleri arasinda direkt oranti oldugu gosterilmigtir. Enzimin her
bir moliinde 1 atom gram Zn*? igerdigi ve molekiil agirhiginin 30000 - 40000 dalton
arasinda oldugu bildirilmistir (20). Yapilan ¢aligmalarda bu enzimin prostetik
grubunun Zn** oldugu saptanmgtir. Sporlasmanin baglangi¢ ve parelelinde iiretilmeye



baslanan alkali serin proteaz (subtilisin) ve nétral proteaz (metalo) kiiltiir siipernatant
stvisindaki total proteaz aktivitesinin %96-98'ine sahip olduklarindan bunlara major
ekstraseliiler proteaz denmisgtir (24-27). Mindr ekstraseliiler proteaz olarak adlandirlan
metaloproteaz ve bacillopeptidaz saflagtirilip izole edilmiglerdir (28-30).

B. subtilis'in nétral proteazi, B. thermoproteoliticus'tan saflagtirilan termolizinle
%56 homoloji gosterdigi saptanmugtir (33). Bu iki enzimin x-ray Kristallografisi
incelenmis ve %47 oraninda bir benzerlik bulunmugtur. Yine substrat ve ¢inko
baglama bolgesi, katalizi ve amino asit kalntilari arasinda biiyiik benzerlik oldugu
bildirilmistir (34-37).

Néotral proteaz; tek bir polipeptid zincirinden olusan, aktif bélgesinde bir Zn**
atomu igeren ve enzimin stabilitesinde 2-4 Ca** iyonlarmnin belirgin bir rol oynadig1 bu
enzim B. subtilis, B. thermoproteolyticus, B. stearothermophilus, B. cereus, B.
amyloliquefaciens'ten izole edilmigtir. Bunlarin amino asit dizilerinde Snemli bir farkin
olmadig1 da belirtilmigtir (36-45).

Notral proteaz B. subtilis'in nprE geninde bir pre-pro protein olarak, 27-28
amino asitten olusan bir isaret dizisi, pro dizisi 193-194 amino aside kadar uzayan,
olgun proteini 300 amino asitten olusan bu enzimin diizenleyici geninin 7prR oldugu
rapor edilmigtir (45,46).

1.3 Nisasta

Nisastaya patates gibi yumrulu bitkilerde ve musir, fasulye, bugday ve piring
gibi talullarda daha ¢ok rastlanmakla beraber biitiin bitki hiicreleri nisasta yapma
kabiliyetine sahiptir. Nisasta hiicrede iki yapisal formda bulunmaktadir. Bunlarda birisi
o-amiloz, digeri ise amilopektindir.

a-amiloz tahl nigastasinin %10-20'sini olusturur. Dallanma géstermeden diiz
zincirler halinde uzamakta ve D-glukoz tinitelerinin a(1-4) bagi ile birbirine
baglanmas: sonucu meydana gelmis bir depo polisakkarittir. Amiloz polisakkariti diiz
zincir yerine helezonlar yaparak uzamaktadir. Amiloz, sol el heliks yapisi meydana
getirerek helezonlar olusturmaktadir. Heliksin her bir doniigiine 6 glukoz iinitesi girer.



Amiloz, suda ¢6ziiniir ve iyot ile mavi renk verir. Molekiil agirliga 50.000-500.000
dalton arasinda degisir, yani yaklagik olarak 200-2000 glukoz biriminden olusur.

Amilopektin, tahil nigastasinin %80-90'm1 olugturur. Diiz zincir amilozda
oldugu gibi glukoz iinitelerinin a(1-4) bag: ile birbirine baglanmasi ile uzamaktadir.
Ttirden tiire degisiklik gdstermek tizere her 20 ile 30 glukoz tinitesinden sonra bir
dallanma noktas1 ortaya gikmaktadir. Dallanma bir glukoz iinitesinin 1 nolu karbon
atomu ile, diger glukoz molekiiliiniin 6 nolu karbon atomlar: arasinda o(1-6) glikozidik
bag1 olugmasi ile meydana gelmektedir. Amilopektin, suda ¢éziinmez ve iyot ile mavi-
kirmiz1 renk verir. Molekiil agirligi 60.000-1.250.000 dalton arasinda degisir, yani
yaklasik olarak 250-5000 glukoz biriminden olugur.

Nigastanin ana maddesi enzimatik olarak iki ana yolla hidrolize edilmektedir.

Amiloz eskiden beri bilinen o-amilaz enzimi tarafindan hidrolize edilmektedir. o-
amilaz enzimi amiloz ve amilopektinde bulunan a(1-4) baglarim hidrolize etmektedir.
Maltta bulunan B-amilaz enzimi o-amilazdan biraz farkli davranir, amiloz ve
amilopektinden ¢ok az miktarda glukoz (iinitelerini koparirken cogunlukla bir
disakkarit olan maltoz tnitelerini meydana getirmektedir. o- ve B-amilaz amiloz ve
amilopektindeki o(1-4) baglarim koparir ve bu enzimlerin etkisi amilopektindeki ou(1-
6) glikozidik baga gelince durur. Bir hayli biiyiik bir molekiil olan bu dalli zincire limit
dekstrin ad: verilmektedir. Amilopektindeki dallanma noktasina etki eden bagka bir
enzim vardir. Amilopektinin dallanma noktasinda bulunan o(1-6) glikozidik baglari
a(1-6) glikozidaz enzimi tarafindan kirlmaktadir. Amilopektindeki a(1-6) baglarimn
hidrolize edilmesi ile yine a/(1-4) baglar: ortaya gikmaktadir. ci(1-4) baglar1 yine a- ve
B-amilaz enzimleri tarafindan koparilmaktadir (47). Sekil 1°de a-amiloz molekiiliiniin
o-heliks yapisi gekil 2°de ise amilopektin iinitesindeki diiz zincirler, D-glukoz
linitelerinin  birbirlerine o(1-4) glikozidik bag ile baplanmasi ve dallanma
noktalarindaki iki geker {nitesinin biribirine a(1-6) glikozidik bag: ile baglanmasi
goriilmektedir.



1.4 a-Amilazin Etki Mekanizmasi

1963 yilina kadar o-amilazin nisastay:r rastgele hidrolizleyip glukoz
molekiillerine doniistiirdiigii diistiniiliicken, B. subtilis a-amilazlarinin, amiloz lizerine
etkisini konu alan bir ¢aligmada, maltotrioz (G3) ve maltoheksoz (G6)un baskin
oldugu bir kangimin ele gegtidi ortaya konulmustur. Bu sonug, a-amilazin nigasta
tizerine tesadiifi olarak etki etmedigini kamitlamigtir (48). Buna gore aktivasyon
mekanizmasi su sekilde izah edilebilir:

o-amilaz {izerinde 9 glukoz kalintisinin baglanabilecegi baglanma merkezleri
bulunur. a—(1-4) glikozidik bagmi hidrolizleyen aktif merkezin 3. ve 4. glukoz
kalintilarinin baglandig1 baglanma merkezleri arasinda kaldig {izerinde durulmaktadir.
Buna gore, hidroliz isleminden sonra soldaki grup enzim iizerinden ayrilirsa, bosalan
baglanma merkezlerini doldurmak {iizere, nigasta molekiilleri kendiliginden hareket
eder ve firlin olarak G6 olusur. Hidrolizden sonra zincirin sa tarafi ayrilirsa, nigasta
zinciri bogalan baglanma merkezlerini doldurmak iizere saga dogru kendiliginden
kayar ve liriin olarak G3 meydana gelir.

Amilopektinde ise benzer mekanizma ile maltoz (G1), maltodioz (G2),
maltotrioz (G3) ve maltoheksoz (G6) meydana gelir (49). Etki mekanizmas: Sekil 3 ve
4’de goriilmektedir.

Amilolitik aktivite gosteren enzimlerin katalizinde glikozidik bagda bulunan
oksijen, enzim iizerinde bulunan bir asidik amino asit ile protonlanir. Substratin
indirgen olmayan yar1 pargasi ayrilinca karbonyum iyonuna benzeyen ara iiriin bir
karboksilat grubu tarafindan kararli hale getirilir veya bir glikozil enzim ara iiriinii
olugur. Her iki durumda da ara iiriin suyun saldirisim enzime yénlendirip son iirtiniin
konfigiirasyonunu belirler (50). Bu iki mekanizmadan hangisinin gegerli oldugu
konusu heniiz tartisma halindedir. Ancak reaksiyonun karbonyum iyonuna benzeyen,

ara {iriin olugumunun gergeklestigi mekanizma tizerinden yiiriidtigti samlmaktadir (51).



1.5 o-Amilazin Membranda Sentezi

o-amilaz sentezi sirasinda transkribe edilen mesaj (mRNA) stoplazmada heniiz
agiklanamayan bir mekanizmayla translasyona ugramadan membrana bagli 30S
ribozomal alt birimine baglanir. mRNA'min bu stoplazmik davramgi serbest
ribozomlarla translasyona direng gésteren RNA molekiiliiniin konfigiirasyonundan
kaynaklanabilir. Bu konfigiirasyon da mRNA'y1 membrana yonlendirir. Ekzoenzim
mRNA molekiilleri genden membrandaki translasyon bolgelerine go¢ ettikten sonra
membran bolgesinde translasyon olay: baglatilir. Enzimin polar fosfolipoprotein kismi
sentezlenir ve bu membrana siki bir gekilde baglanir. Molekiiliin geri kalan kismu
sentezlenir sentezlenmez membrana geger. Enzimin hidrofilliginin maskelendigi ve
hidrofobik bir dzellik gosterdigi bir konfigiirasyon durumunu alir. Enzim membranda
ters doner, membrandan geger ve dis ortama geger gegmez dayanikli hidrofilik bir
konfigilirasyon durumu alir. Spesifik bir proteaz, enzimin polar NH; u¢ kuyrugundaki
lider bolgeyi (sinyal peptid) keser, hiicre duvarim geger ve enzim hiicreden ayrilir.
Translasyon baglar baglamaz sentezlenen enzim plazma membranina birakilir. Bu
model ekzoenzim mRNA'si1 normal hiicre mRNA 'sindan ayirt eden bir 6zelliktir (52).

Yomamoto ve Lampen, tarafindan ileri siiriilen bir goriise gére molekiiliin 5'
ucunun membrana y6neldigi ve bu bolgenin ribozom segimine yardimei oldugu
savunulmaktadir (53).

Amilaz sentezi membrana baglanma, prekiirsorun translokasyon bolgesine
gelisi ve polipeptidin membrandan gegisi, sinyal peptidin sinyal peptidaz tarafindan
uzaklagtirilist ve olgun hale gelen polipeptitlerin membrandan ayrilmasi seklinde
incelenmigtir (54).

Membrana bagli ribozomlarin, enzim sentezi ve sekresyonunda rol aldip:
konusu tartigmalidir (55, 56). Pek ¢ok Bacillus tirinde membrana bagli ribozomlar
gozlenmistir (57, 58).

Zhou ve arkadaglari, B. subtilis, amilazinin %4’iin{in hiicre membraninda,
%85’1nin hiicre i¢inde oldugunu ve ancak %10’unun hiicre digina salgilandigim, ayrica
intraselliiler ve ekstraseliiler amilazin farkli molekiil agirligma sahip oldugunu

gostermislerdir (59).



1.6 Bacillus subtilis

Bacillus cinsine giren tiirler, gram pozitif (+), aerobik, isiya direngli ve
endospor olugturan bir yapiya suhiptirler. Bu cinsin en fazla ¢aligilmig iiyesi B.
subtilis’tir. Gram (+) bakteri grubu iginde genetik haritasi en fazla tammlanmis tiir de
B. subtilis’tir. Bakteri; yaklagik 1.5-3 pm boyunda, 0.5-0.8 pum eninde, gomakgik
seklinde bir yapiya sahiptir. Non-patojenik olmasi genetik ¢aligmalarin bu bakteri
tizerinde ytirtitiilmesi igin iyi bir nedendir.

B. subtilis termotoleran bir bakteridir. Bu gruba giren bakteriler termofil
bakterilere gore daha diisiik sicakliklarda yagayan bakterilerdir. Toprakta, havada, suda
ve kaplica sularinda 20-50 °C sicakliklarda yasarlar. Istya dayamkli olmalart onlarin
dogada yaygn bir grup olmalarim saglar (60).

1.7 Bakterilerde Hiicre Duvari

Bakteriler i¢in 6nemli olan hiicre duvari, bakteriye sekil veren ve dis etkenlere
kars1 dayanikliligimi saglayan yapidir. Gram (+) bakterilerde hiicre duvarmin %50-
90’1 peptidoglikan (mukopeptid, glikoaminopeptid, murein) tabakasi olusturur. Bu
madde hiicre duvarmin saglamlik ve sertligini saglar. Peptidoglikan N-asetil muramik
asit (NAMA) ile N-asetil glukoz amin (NAGA) molekiillerinin birbirlerini takip eden
siralar  halinde, B (1—>4) glikozidik baglarla birlesmesinden olusmus bir
heteropolimerdir. NAMA molekiiliinde ayrica kisa bir peptid, yanzincire katilmustir.
Bu yan zincir genellikle L-alanin, D-glutamik asit, L-lizin ve D-alanin'den meydana
gelmigtir. Bir NAMA molekiiliinde bulunan tetrapeptidin 3. Pozisyonundaki L-lizin ile
diger NAMA molekiiliiniin tetrapeptidinde 4. Pozisyonunda bulunan D-alanin arasinda
glisinden olusan penta-homopeptid bulunur. Béyle devam eden baglantilarla
peptidoglikan olusturulur. Gram (+) mikroorganizmalarm hiicre duvarinda, bunun kuru
afulifimn  %40-50'sini teskil eden Teikoik asit vardir. Bu da peptidoglikan
omurgasindaki NAMA molekiiliine fosfodiester bafi ile baglanmustir. Polimerin
yapisinda gliserin veya ribitol gibi bir polialkol bulunur. Lipid oram %1-2.5'tur. Gram
negatif (-) bakterilerde teikoik asit bulunmaz, buna kargihk gram (+) tiirlerde



bulunmayan aromatik ve kiikiirtlii amino asitler var ve %25 oraninda lipid igerirler.
Sekil 5°de Gram (+) ve Gram (-) bakterilerde hiicre duvan sematik olarak
goriilmektedir.

Bugiine kadar yapilan galigmalarda membran yapisim aydmlatmak icin en
uygun model 1972 yihinda Singer ve Nicolson tarafindan 6ne siiriilen akigkan mozaik
modelidir. Onerilerine gére membranlann biitiinliigiinii olugturan yapisi iki tabakal
polar lipidten meydana gelmistir. Bu iki tabakali lipid akicidir. Ciinkii polar lipid
tabakalarinin polar olan bag kisimlar1 membranin iki dig yliziine d6niik, fakat doymus
ve doymamug yag asitlerinden meydana gelmis olan hidrofobik kuyruk kisimlart
membranin igine doniik olup, hiicrenin normal sicakliginda akici halde bulunmaktadar.
Integral membran proteinlerinin yiizeyinde hidrofobik olan amino asitler yer almig
bulunmaktadir. Bu proteinler, iki tabakali lipid tabakasmnin ortasindaki hidrofobik
bdlgede bu bolge ile bir biitiinltik olusturmaktadir. Diger taraftan dnerilen modele gore
periferal ya da ekstrinsik membran proteinleri yiizeylerinde hidrofilik yan zincirleri
olan amino asitleri ihtive etmektedir Yiizeyleri elektirik yiikleri ihtiva eden bu
proteinler, yine yiizeyinde bulunan polar lipid baglar1 tarafindan elektrostatik olarak
¢ekilmekte ve bir arada tutulmaktadir. Enzimleri ve transport sistemlerini de kapsayan
integral membran proteinleri iki tabakal1 hidrofilik lipid tabakasinin igine konmadikga
inaktiftir. Bu proteinler hidrofobik lipid tabakasmn igine konunca ancak aktivite
gostermek igin ii¢ boyutlu konformasyonlarini kazanmaktadirlar. Model, membran
yapisinda bulunan proteinlere kendi etraflarinda lateral hareket imkani tanimaktadir.
Periferal proteinler iki tabakali lipid denizinin yiizeyinde serbestce yiizdiikleri halde
integral proteinler buz dag: gibi hidrokarbon uzantilarin igine gémiilmiis durumdadr.
Béylece akic1 iki lipid tabakasi iginde bulunan membran proteinleri muhtemelen bir
mozaik ya da ylizey yapis1 meydana getirmektedir (61).

1.7.1 Antibiyotikler

Baz1 mikroorganizmalar tarafindan kimyasal savunma araci olarak sentezlenen
antibiyotikler, kendileri diginda kalan mikroorganizmalar icin toksik etkilidir. Ticari
Onemi olan bazi antibiyotikler sentetik olarak da yapilmaktadir. Gilintimiizde 5000’den
fazla antibiyotik bulunmaktadir. Protein sentezinin pek ¢ok antibiyotik tarafindan,
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belirli agamalarda inhibe edildigi bilinmektedir. Etki mekanizmalarinin oldukga
spesifik olmas1 nedeniyle biyokimyasal g¢aligmalar ig¢in son derece Onemlidirler.
Biyoteknolojik endiistrilerin en 6nemli dalim antibiyotik iiretimi olusturmaktadr.

1.7.2 Protein Sentezini Inhibe Eden Antibiyotikler

Protein sentezini engelleyen bazi1 antibiyotikler ve etki mekanizmalar: :

Puromisin: Ribozomun biiyiik alt birimindeki A bélgesine baglanarak peptidin
P bolgesinden daha fazla uzamasim engeller. Aminoasil-tRNA’nin aminoasil adenozin
kismma benzerlik gosterdiginden ribozomun A bélgesine kolay bir sekilde baglanan
puromisin, aminoasil-tRNA’nin bu bélgeye baglanmasimu engeller. Ayrica puromisin,
icerdifi a-amino grubu ile peptidi! transferaz enzimi aracilig ile tRNA’nin karboksil
grubu iie peptid bag: yapar. Boylece sentezlenen peptid, karboksil ucundan puromisine
baglanmig olur. Peptidil-puromisinin ribozomdan ayrlmasi ile gorev yapamayan
anlamsiz peptidler ortama salinir.

Streptomisin: Sireptomyces griceus tarafindan iretilen bu antibiyotik
trisakkarit yapisindadir. Diisiik konsantrasyonlarda mRNA’da yanlis okumalara,
yiiksek konsantrasyonlarda ise polipeptid sentezini tiimden inhibe eder. Ribozomun
30S alt birimine baglanarak fMet-tRNA’nin ribozoma baglanmasini engeller ve
mRNA’mn yanhs okunarak sentezin dogru baglamasina engel olur.

Tetrasiklin: Ribozomun 30S alt birimine baglanir, aminoasil-tRNA’mn, A
bdlgesine baglanmasin engellemek suretiyle, protein sentezini inhibe eder.

Eritromisin: Ribozomun 50S alt birimine baglanarak, translokasyonu
engelleyerek protein sentezini inhibe eder.

Rifamisin: Bakteriyel RNA-polimeraz enziminin B alt {initesine baglanarak,
yeni RNA sentezinin baglamasim engeller ancak devam eden RNA sentezini
engellemez.

Chloramphenicol: Streptoinyces venezualae tarafindan iiretilen Chlorampheni-
col (Ch) protein sentezini, ribozum 50S alt iinitesinde bulunan peptidil transferaz
aktivitesini inhibe ederek durdurur. Okaryotlarda 80S ribozomlarindaki protein
sentezini inhibe etmez (62).
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1.8 Bakteriyel Plazmitler

Plazmitler gegitli bakteri tiirlerinde bulunan ekstrakromozomal genetik
elementlerdir. Cift zincirli yapida 1kb ile 200kb arasinda nadiren daha biiyiik molekiil
agirhgina sahip DNA molekiilleridir. Yapilar1 genellikle halkasal olmasina ragmen
bazi bakterilerde lineer formlarma da rastlanmistir. Plazmitlerde bulunan genler
genellikle bakteriye ortam sartlarinda avantaj saglayan protein dizilerini igerirler. Bu
genler ancak belli sartlar altinda aktivite gosterirler. Farkli plazmitler tarafindan
diizenlenen olaylar arasinda;

e Antibiyotiklere rezistanlik

e Baz antibiyotiklerin tiretimi

e Kompleks organik bilesiklerin yikim

o Kolisinlerin tiretimi

e Enterotoksinlerin tiretimi

e Modifikasyon ve restriiksiyon enzimlerinin tiretimi

sayilabilir.

Direnglilik: Bakterilerin ¢esitli antibiyotiklere, ilaglara, metallere v.b.
direngliliklerinde plazmitlerin rolii ok fazladir ve bunlara genel olarak rezistanslik
plazmitleri (R-plazmitleri) denir. R- plazmitleri bakterinin kromozomu ile birlesebilir
ve kendi transferlerini saglayacak genetik bilgilere de sahiptirler.

Fertilite: Fertiliteyi saglayan F-faktSriinii igeren plazmitler girdikleri
mikroorganizmalarda “seks pilusu” olusumuna yol agarlar ve bu hiicreleri F* duruma
getirirler. iglerinde béyle bir F-faktorii bulunan hiicreler konjugasyonda erkek (verici-
dondr) olarak adlandirilirlar, igermeyenler ise disi (alic1) davramslidirlar.

Bakteriyosin Uretimi: Bazi E. coli suslarmda bulunan ve sentezlemeyen
tiirlerin Sliimiine yol agan proteinlerin sentezlerini kodlayan plazmitlere kolsinojenik
plazmitler (Col-plazmitleri) sentezledikleri maddeye de kolisin denir. Kolisin’ler bu
maddeyi sentezlemeyen E. coli’lerin stoplazmik membranlarinda silindirik kanallar
veya delikler acarak hem hiicre igine girerler ve hem de bakteri hiicresinin iyon
dengesini bozarak Sliimlerine yol agarlar. Diger bir gok mikroorganizmalar da benzer

tarzda madde sentezlediklerinden bunlara genel bir isim olarak bakteriyosin ve
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plazmitlere de bakteriyosiyonejik plazmitler denmistir. B. megaterium tarafindan
sentezlenen bakteriyosine megasin, B. cereus’unkine seresin, B. subtilis tarafindan
sentezlenene de subtilin denir.

Bakteriyosin protein yapisinda olup 60.000 dalton civarinda molekiil agirligina
sahiptir. 100°C’ye kadar 1silara dayaniklidir ve pH 2-6 arasinda aktiftir. Proteazlarla
inaktif hale gelebilir. Bakteriyosinler ¢ok genis olarak ; bakteriyoloji, molekiiler
biyoloji, genetik, farmakoloji, toksikoloji, biyokimya ve membran biyolojisi
alanlarinda kullanilmaktadir. Bakteriyosinlerden, bakteri izolatlarmin goriiniisii igin
mikrobiyal ekolojide marker olarak, toksin hareketi i¢in bir model gibi, bakteriler
tarafindan salgilanan protein ¢aligmalar: i¢in ve yiizey 6zelliklerinin degigiklikleri ile
olusan mutantlarin segimi igin bir arag¢ olarak yararlanilmaktadir. Ayrica plazmit
biyolojisi ¢aligmalarinda yayginca kullanilmaktadir.

Toksin iiretimi: Bazi bakterilerde bunlarin viriilensini saglayan ve arttiran baz
plazmitler gorev yapmaktadir. Bu plazmitlerin bakterilerden ¢ikarilmalari bunlar
antiviriilent hale getirir. Viriilensi saglayan faktérler arasinda kapsiil ve toksin
olusumu, toksik maddelerin sentezi, hemolizinler, adhezyon molekiilleri,
bakteriyosinler vs. sayilabilir.

Antibiyotik iiretimi: Antibiyotikler bazi mikroorganizmalar tarafindan
kimyasal savunma araci olarak sentezlenmektedir. Mikroorganizmalarin sentezledigi
bu bilesikler kendileri diginda kalan diger mikroorganizmalar igin son derece toksiktir.
Bu maddeler tipta ve besin endiistrisinde ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir.

Modifikasyon Enzimlerinin Uretimi: Bakterilerde rastlanan ve bunlara cesitli
etkinlik kazandiran plazmitler arasinda metabolik plazmitler yani gesitli maddeleri
fermente eden enzimlerin sentezlerini kodlayan plazmitler yer almaktadir. Ornegin;
hizl1 bityliyen Rhizobium tiirlerinde nodulasyon (diigiim olugturma) (Nod") ve nitrojen
fiksasyonu (nif) genleri, bir bitki patojeni olan Agrobacterium tumefaciens‘te timor
olusumunu inditkleyen genler, bir bécek patojeni olan Bacillus thuringiensis’teki
kristal toksin genleri ve ototrof bir bakteri olan Alcaligenes eutropos‘daki hidrojenaz
i¢in bulunan genler.

Baz dogal sartlar altinda bir ¢ok plazmit bakteriyal konjugasyona benzeyen bir
mekanizma ile bagka bakterilere gegebilir. Gen klonlamasinda kullanilan bir plazmitin
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bu 6zelligi gdstermemesi yani konjugatif olmamasi gereklidir. Zira konjugatif olan bir
plazmitin hem molekiil agirhig1 daba biiyiik hem de bakteri hiicresinde kontrolu zordur.
Genellikle plazmit DNA replikasyonu, kromozomal DNA’min duplikasyonunda
kullanilan aym enzimler ile yiiriitiiliir (63). Replikasyon tiplerine gére plazmitler iki
gruba ayrilir.

Replikasyonlan stringent (siki denetim) kontrol altindaki plazmitler sadece bir
kag tane kopyalar: vardir. Replikasyon kromozomal DNA'nin replikasyonuna baglidir.
Kromozomal DNA replike olurken onlar da replike olurlar.

Replikasyonlar1 relaxed (gevsek denetim) kontrol altindaki plazmitler.
Hiicredeki sayilar1 10-200 tane olup, replikasyonlari ortam gartlarina baghdir. Hiicrenin
protein sentezi durduruldugunda sayilar1 artmaktadir. Hiicrede protein sentezinin
durmas1 ile relaxed plazmitlerin replikasyonlar1 stirerken kromozomal DNA ve
stringent plazmitleri replikasyonu durmaktadir (64,65).

Royston, stringent replikasyonuna sahip plazmitleri genomik DNA ile integre
olma ytlizdelerinin g¢ok yiiksek oldugunu bu yiizden replikasyonlarinin artmasinin dig
ortam sartlarina bagli olmadigini ileri stirmiigtiir.

1.9 Kalsiyum Kanal Blokdrleri (Kalsiyum Antagonistleri)

Hiicre membranlarinda voltaja bagimli kalsiyum kanallarindan ekstraseliiler
Ca®"'nm depolarizasyon sirasinda hiicre igine girisini bloke eden maddelerdir.
Stoplazma membranindaki kalsiyum kanal proteini veya oligomerik kompleksi
lizerindeki 6zel baglanma yerlerine veya reseptérlerine yiiksek affiniteli bir sekilde
baglanarak Ca® girigini azaltirlar. Kalsiyum kanal blokdrleri yapica farkhi ti¢ gruba
ayrilirlar:

1.1-4 Dihidropiridin (DHP) tiirevleri

2.Fenilalkinamin tlirevleri

3.Benzotiazepin tiirevleri

Bu etken maddelere gore farkls yerlere baglanirlar. Membranin i¢ bolgesine etki
edip depolarize membranda kanala oldukga etkili yapisir ve transmembran Ca** gecisi
bloke olur (67).
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Yavas kanal blokérii olarak kabiil edilen ii¢ blokérden (Nifedipine, Verapamil)
biri olan Diltiazem digerlerinden farkli olarak yavag kanallar1 bloke etmesinin yaninda
yliksek konsantrasyonlarda hizlt kanallar1 da bloke eder (68).

Diltiazem 6zel olarak kalsiyum kanallarina baglanarak etki gdsteren
benzotiazepin tiirevi bir kanal blokdridiir (69).

Kalsiyum antagonistlerinin faydas: ve gtivenirliligi iyi bir sekilde agiklanmugtir.
Bir ¢ok geleneksel kalsiyum antagonistleri kisa siireli etkiye sahiptirler. Son
zamanlarda gelistirilmis bilesiklerin bazilar1 6rnegin: Lacidipine uzun stireli bir etkiye
sahiptir. Lacidipine'in kademeli olarak etkisini basarmasi ve etkisinin uzun siireli
kalis1, onun membran bolgelerinde birlikte etkisiyle agiklanabilir (70,71).

Bir dihidropiridin olan Lacidipine'nin klinik ve biyolojik yarm Omiirleri
membran boliimlerinde birlikte etkisiyle ifade edilir. Lacidipine bu simiftaki en yiiksek
etkiye sahiptir. Bu 6zellik onun membran lipid tabakasimun en dip pozisyonunda
kalmasina neden olur. Bu 6zellik blokériin, lipid tabakadaki haznenin ig¢ine yavag bir
sekilde diflizyonuna izin verir. Membran (10® M Lacidipine) ile muamele edildikten
60 dakika sonra yikanmasina rafimen membran i¢inde hala Lacidipine'nin kaldif1
goriilmistiir. Nifedipin (103-107 M) ve Amlodipine (10 M) konsantrasyonlarda 30
dakika sonra latent etki gostermedigi gézlenmistir (72).

Lacidipine tizerinde rol oynayan farmakolojikal protein reseptor lipid
bolgesinde bulunur, Lacidipine burada tutulduktan sonra belirli araliklarla salgilanir
(73-75). Lacidipine etkisinin devam etmesi onun yliksek derecede lipopilisitesinin
sonucu olabilir. Kalsiyum antagonistleri sitokrom p450'nin alt siifina ait ciger
mikrozomal enzimleri ile etkilesmedigi bildirilmistir (76).

Ca®* hiicre igine esas olarak membrandaki voltaja bagmli kalsiyum
kanallarinin aktivasyonu sonucu, konsantrasyon gradiyentine uyarak pasif bir sekilde
girer. Ayrica membrandaki Na* ve Ca®* degis tokus mekanizmas: da hiicre igine Ca®*
girigine ikincil katkida bulunur. Ancak, bu degis tokus sadece giris yoniinde olmaz,

membran potansiyeline ve Na* ve Ca®*

nin konsantrasyon gradiyentine gore Ca®*
disar atilabilir. Hiicre depolarize ise Ca®" igeri girer, polarize ise digar1 gikar.
Ca’*un girisini saglayan kalsiyum kanallarinin baglica iki sekli vardir; voltaja-

bagimli kalsiyum kanallar1 ve reseptére-bagumli kalsiyum kanallar:.
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1.9.1 Voltaja Bagimh Kalsiyum Kanallar:

Bu tiir kalsiyum kanallar, kanalin biiytikliigiine, aktive edilme potansiyellerine
ve inaktivasyon hizlar1 gibi biyofizik 6zelliklerine gore, yakin zamana kadar ii¢ ana
tipe ayrilirlards; bunlar L (long-lasting), T (transient) ve N (neural) tip kanallardir. Yeni
siniflandirmaya gore ise diisiik voltajla aktive edilen kalsiyum kanallari, dnceki
smiflandirmadaki T kanallarmi kapsarlar. Bunlarin yapilart etrafli bir sekilde
incelenmemigtir. Yiiksek voltajla aktive edilen kanallar grubunun tipik ve organizmada
yaygin bulunan 6rnegi L tipi kanallardir. Bu grupta ayrica omega ve P kanallar1 ve

heniiz tam olarak belirlenmeyen diger kanal tipleri vardur.
1.9.2 L Tipi Kanallarin Molekiiler Yapisi

L tipi kalsiyum kanallarimn, yaklasik 250 kD molekiil agirliginda ve en az iig
alt birimden olusan oligomerik bir glikoprotein oldugu saptanmistir. Kanal,
glikoprotein kompleksinin ana alt birimi olan o alt biriminde bulunur. Kanalin bir
voltaj duyargasiun (sensdr), dis agzindan iyon segici bir filtrenin (selektif filtre) ve i¢
delige yakin kisminda kanali ag1p kapatan bir kapismin bulundugu bir hipotez olarak
ileri stirtilmiigtiir. Bu kanal proteinin agilip kapanma mekanizmasi ile iligkili en az ii¢
stereoselektif baglanma yeri vardir. Bunlar 1, 4 DHP, fenilalkilamin ve benzotiazepin

baglanma yerleri veya reseptérleridir.
1.9.3 Reseptore Bagimh Kalsiyum Kanallar

Hiicre membraninda 6zel bir G proteini aracilif ile bir reseptore kenetlenmis
bulunan ve reseptoriin kendine uyan agonist madde molekiilleri tarafindan aktivasyonu
sonucu agilan kanallardir. Kalsiyum antagonistleri bu tip kanallar1 voltaja bagimli olan
kanallar kadar giiglii bir gekilde bloke etmezler (77).
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1.10 Onceki Calismalar

Bakteriyal ekzoenzimlerin biyosentezi {izerine yiiriitiilen ¢aligmalarda enzim
tiretiminin fizyolojik ¢evre sartlarindan etkilendigi gosterilmistir (56).

Amilaz {ireten bakterilerin biiytime siklusunun 3 6nemli faza ayrildig, trofofaz
potansiyel olarak biiylimenin ¢ok fazla oldugu evre, idiofaz amilaz tiretiminin oldugu
evre ve transisyon faz ikisini birbirinden ayiran evre olarak bildirilmigtir (52).

Fiziksel faktdrlerin hem iireme hem de a-amilaz iiretiminde 6nemli etkiye sahip
oldugu; amilaz i¢in optimal pH’nin 6.5-7.5, sicakliginda 28-33°C olmasi1 gerektigi
bildirilmigtir (78).

Ortamda protein, peptit, pepton gibi organik maddelerin varliginda bakterinin
bunlar1 kaynak olarak kullanarak ekzoenzim sentezini arttirdig1 saptanmustir (2). Farkly
karbon ve azot kaynaklart kullamlarak tiretilen bakterilerde amilaz tiretimi ile tireyen
bakteri miktar1 arasmda bir oranti olmadifi, karbon kaynafi olarak nisasta
kullanilmasmmn gekerlere oranla daha yiiksek amilaz tiretimini gergeklestirdigini, azot
kaynag: olarak da organik azot kaynaklarinin amilaz {iretimini arttirdigim, inorganik
azot kaynaklarnin kullanimimin ise amilaz {iretimini ¢ok olumsuz etkiledigi
belirtilmigtir (12). Chandra ve arkadaglari, diger organik azot kaynaklarmnin peptona
nazaran daha diiiik amilaz tiretimi gergeklestirdigini bildirmislerdir (13). Diisiik molar
kiitleli metabolize edilebilen sekerlerin enzim biyosentezindeki represyonundan dolay1
amilaz sentezini diiglirdtigti bildirilmistir (14). Ikili besi yeri caligildigl zaman 6n
inkiibasyondan besi yerine aktarim esnasinda yiiksek inokiiliim yogunlugunun amilaz
Uretimini inhibe ettigi iki aragtirmaci tarafindan bildirilmistir (12-15). Yine enzim
sekresyonunun 6n inkiibasyonun yas ile ilgili oldugu bildirilmistir (16-18).

Srivastava, topraktan izole ettigi B. stearotermophilus’dan o- ve B-amilaz
enzimlerini saflagtirp 6zelliklerini incelemis ve o-amilaz aktivitesi iizerine Ca?*, Sr**,
Ba’" ve K"'min stimiilator etkisi, Hg>", Ni%*, Ag", Cd** ve Fe*"'nin 1mM'da bile giiclii
inhibisyon etkisi, Zn*, Mn**, Mg** ve AP™nin ilmh inhibisyon etkisi oldugunu
bildirmigtir. EDTA inhibisyonunun dozuna bagl oldugu, PCMB ise a-amilaz iizerine
gii¢lii bir inhibisyon yarattig1, EDTA ile meydana gelen inibisyonun Ca®* ile PCMB ile
olusan inhibisyonun GSH ile geri doniisiimlii olabilecegi agiklamustir (19).
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Glukoz, maltoz ve laktozun o-amilaz sekresyonu iizerine etkisini inceleyen
aragtirmacilar glukoz konsantrasyonu %25 oldugunda, 24. saatte 168 U/ml enzim
aktivitesine rastlarken, 120. saatte 25500 U/ml; maltozda 24. saatte 107 U/ml, 72.
saatte 13866 U/ml; laktozda ise 24. saatte 178U/ml iken 96. saatte 14325 U/ml enzim
aktivitesine rastlarken aktivitenin kontrolde 48. saatte 11642 U/ml oldugunu
bildirmislerdir (79).

Son yillara kadar degisik kaynaklardan a-amilaz enzimi saflagtirilip dzellikleri
belirlenmis; sicaklik, pH, gesitli azot ve karbon kaynaklarinin, gesitli metal iyonlarinin
enzim aktivitesine olan etkileri aragtirilmigtir (80-84).

Belirli nigasta konsantrasyonunun amilaz iiretimini arttirdigini, belli bir
konsantrasyondan sonra o-amilaz {iretiminin inhibisyona ugradigi farkli arastiricilar
tarafindan belirtilmistir (85,86 ).

Pek ¢ok Bacillus tiirlinde membrana bagh ribozomlar gézlenmistir (58).

Ureme ve amilaz {iretiminin, calkalamasiz kiiltiirde diisik oldugu ve B.
subtilis’te sicak sok tepkisi {izerine arastirmalar yapilmigtir (78).

B. subtilis'in gesitli nesilllerinden izole edilen ekstraseliiler proteazlarin iki
tipinden biri olan metalo enzimler notral pH'da digeri olan serin enzimler ise bazik pH
degerlerinde aktiftirler (20,21). Schaeffer c¢aligmasiyla proteolitik aktivitenin
sporlagsmaya bagli oldugunu (22), Gerald, iissel fazin sonunda, sporlasmanin baglangi¢
ve paralelinde proteaz sekresyonu ve iiretiminde artig oldugunu gostermigtir (23).

Bir metaloenzim olan nétral proteazin bir Zn** atomu igerdigi ve EDTA ile
inaktif hale getirilebilecegi gosterilmistir. Enzimin her bir moliinde 1 atom gram Zn>*
icerdigi ve molekiil agirliginin 30000 - 40000 dalton arasinda oldugu bildirilmigtir
(20). Yapilan ¢alismalarda bu enzimin prostetik grubunun Zn** oldugu saptanmustir.
Sporlagmanin baglangig ve parelelinde tiretilmeye baglanan alkali serin proteaz
(subtilisin) ve notral proteaz (metalo) kiiltlir stipernatant sivisindaki total proteaz
aktivitesinin %96-98'ine sahip olduklarindan bunlara major ekstraseliiler proteazlar
denmigtir (24-27). Minor ekstraseliiler proteaz olarak adlandirlan metaloproteaz ve
bacillopeptidaz saflagtirilip izole edilmiglerdir (28-30).

B. subtilis'in n6tral proteaz1 B. thermoproteoliticus'tan saflagtirilan termolizinle

%56 homoloji gosterdigi saptanmigtir (33). Bu iki enzimin x-ray kristallografi
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incelenmis, %47 oraminda bir benzerlik bulunmugtur. Yine substrat ve ¢inko baglama
bolgesi, katalizi ve amino asit kalintilar1 arasinda biiyiik benzerlik oldugu bildirilmigtir
(34-37).

Notral proteaz; tek bir polipeptid zincirinden olusan, aktif bolgesinde bir Zn?*
atomu igeren ve enzimin stabilitesinde 2-4 Ca®" iyonlarinin belirgin bir rol oynadig1 bu
enzim; B. subtilis, B. thermoproteolyticus, B. stearothermophilus, B. cereus, B.
amyloliquefaciens'ten izole edilmigtir. Bunlarin amino asit dizilerinde énemli bir farkin
olmadi81 da belirtilmigtir (36-45).

Nétral proteaz, B. subtilis'in nprE geninde bir pre-pro protein olarak, 27-28
amino asitten olusan bir isaret dizisi, pro dizisi 193-194 amino aside kadar uzayan,
olgun proteini 300 amino asitten olusan bu enzimin diizenleyici geninin #prR oldugu
rapor edilmigtir (45,46).

Amilaz sentezi membrana baglanma, prekiirsorun translokasyon bolgesine
gelisi ve polipeptidin membrandan gegisi, sinyal peptidin sinyal peptidaz tarafindan
uzaklagtirihsi ve olgun hale gelen polipeptitlerin membrandan ayrilmas: seklinde
incelenmistir (54).

Membrana bagli ribozomlarn, enzim sentezi ve sekresyonunda rol aldig
konusu tartigmalidir (55,56). Pek g¢ok Bacillus tiiriinde membrana bagl ribozomlar
gozlenmigtir (57,58).

Streptomyces venezualae tarafindan iiretilen Chloramphenicol protein sentezini,
ribozum 50S alt iinitesinde bulunan peptidil transferaz aktivitesini inhibe ederek
durdurur (62).

Royston stringent replikasyonuna sahip plazmitleri genomik DNA ile integre
olma ytizdelerinin gok yiiksek oldufunu bu yiizden replikasyonlarinin artmasinin dis
ortam sartlarina bagl olmadiim ileri stirmiistiir.

Kalsiyum kanal blokérleri membramn i¢ bolgesine etki edip depolarize
membranda kanala oldukga etkili yapisir. Transmembran Ca®* gegisi bloke olur (67).

Yavasg kanal blokdrii olarak kabiil edilen ii¢ ilagtan (nifedipine, verapamil) biri
olan Diltiazem digerlerinden farkli olarak yavas kanallan bloke etmesinin yamnda
yiiksek konsantrasyonlarda hizli kanallar1 da bloke eder (68).
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Diltiazem o6zel olarak kalsiyum kanallarina baglanarak etki gdsteren
benzotiazepin tiirevi bir kanal blokoriidiir (69).

Kalsiyum antagonistlerinin faydasi ve giivenirliligi iyi bir sekilde agiklanmugtir.
Bir ¢ok geleneksel kalsiyum antagonistleri kisa siireli etkiye sahiptirler. Son
zamanlarda gelistirilmis bilesiklerin bazilar1 6rnegin: Lacidipine uzun siireli bir etkiye
sahiptir. Lacidipine'in kademeli olarak etkisini bagarmasi ve etkisinin uzun stireli
kalis1, onun membran bélgelerinde birlikte etkisiyle agiklanabilir (70,71).

Bir dihidropiridin olan Lacidipine'nin klinik ve biyolojik yar1 6miirleri
membran boliimlerinde birlikte etkisiyle ifade edilir. Lacidipine bu siniftaki en yiksek
etkiye sahiptir. Bu 6zellik onun membran lipid tabakasinin en dip pozisyonunda
kalmasma neden olur. Bu &zellik blokériin lipid tabakadaki haznenin i¢ine yavas bir
sekilde difiizyonuna izin verir. Membran (10° M Lacidipine) ile muamele edildikten
60 dakika sonra yikanmasina ragmen membran iginde hala Lacidipine'nin kaldig
goriilmiistiir. Nifedipin (10°-107 M) ve Amlodipine (10® M) konsantrasyonlarda 30
dakika sonra latent etki g6stermedigi gézlenmistir (72).

Ehrlichia ristici 'nin replikasyonu, bir kalmodulin antagonisti, bir kalsiyum
kanal blokdrii ve bir ekstrasellular kalsiyum gelatorli olan EGTA (Ethylene Glycol-
bis(B-amino ethyl eter) N,N,N’-N’ - TetraaceticAcid)’nin organizmaya {ii¢ saatlik
postinkiibasyondan sonra eklendiginde inhibe edildigi bildirilmistir (87).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Biyolojik Materyal

Calismamizda Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Boélimiinden ve Nottingham Universitesinde Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Béliimiinden
temin edilen B. subtilis, kullamld.

2.2 Kimyasal Maddeler

MgSO, .7TH,0, KoHPO,, CaCly, HgCly, KCl, FeSOs, MnCl,, ZnCl,, NaOH,
HCl, Na,HPO4, NaH,PO4, Amonyum Asetat, Sodyum Asetat, Na,COj3, Na-K Tartarat,
CuSO4, NayW04.2H,;0, NayM004.2H,0, H3PO4, HCI, LiSOy4, Br,, Bovine serum
albumin (BSA), K-EDTA, 3-5 Dinitrosalisilikasit, Tris Base, Tris HCI,
Trichloroaceticacide (TCA), Asetik asit,Gliserin, Etil Alkol, Metil Alkol, Izopropanol,
Merck Darmstag’tan.

Organik maddelerden ; Nisasta, Kazein Sigma’dan, Nutrient Broth (N.B)
Oxoid’ten, Agar, Yeast extract, Beef extract, Pepton Difco’dan. Soya unu ve Misir
nigastast ORBA enzim fabrikasindan (Istanbul) saglandi.

Elektroforetik malzemeler ; Akrilamid, N-N’-metilen bis akrilamid, N-N-N'-N'-
Tetrametil etilen diamin (TEMED), Amonyum persiilfat, Sodyum dodesil siilfat (SDS),
2-Mercaptoetanol (MET), Coomassie brilland blue R-250 ve standart proteinler Sigma,

St.Louis’ten temin edildi.

2.3 Cihazlar

Calkalamal1 su banyosu (Clifton)
Spektrofotometre (UNICAM, 8625, UV/VIS)
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24.1

2.4.2
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Sogutmali santrifiij (Sigma Christ2K15)
Mikrosantrifiij (Cliff-DC FAN Model KD 1204)
Vortex (Stuart)

Elektroforez cihazi-disk (BIO-RAD)

Elektroforez cihazi-Horizontal (BIO-RAD midi cell)
Gii¢ kaynag1 (BIO-RAD)

Liyofilizator (Edwards)

Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi (AAS)

pH metre (Denway 3010, PCP501 elektrod)
Deep-freeze (Harris, -95°C

Ettiv (Heraus)

Inkiibator (Sanyo MIR 552, MIR 5520)

Digital gostergeli hashas terazi (GEC AVERY, 0.0001)
Otoklav

Su banyosu (Grant 6G, -20°C +100°C)

Besi Yerleri

Kat1 Besi Yeri

15 gr agar, 13 gr Nutrient Broth distile su ile 1 litreye tamamlanip otoklavlandi.
Nutrient Broth (NB) Besi Yeri

13 gr NB, 1 gr KCl, 0.125 gr MgS04.7H,0, 10 M CaCl,, 10°° M FeSO,, 107

M MnCl, 1 litreye tamamlanip pH 7’ye getirilip otoklavland:.

243

Coziiniir Nigasta-Pepton Broth On Inkiibasyon Besi Yeri

%2 ¢bziiniir nigasta, 0.5 gr pepton, 0.25 gr yeast extract, 0.2 gr K;HPOy, 0.1 gr

MgS0,.7H,0, 1 litreye tamamlanip pH 7’ye getirilip otoklavlanda.
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2.4.4 Coziiniir Nisasta Beef Extract (SB) Besi Yeri

%2 ¢oziinlir nisasta, 1 gr beef extract, 0.02 gr M CaCl,, 0.01 gr MgS0,4.7H,0, 1
litreye tamamlanip pH 7’ye getirilip otoklavlandi.

2.5 Diyaliz Hortumunun Hazirlanmasi

Diyaliz hortumu kesilereck 10 mM EDTA (pH=7) igeren ¢ozelti 90°C’de
kaynati
larak diyaliz hortumu 3 dakika bu siv1 i¢inde bekletildi. Daha sonra bol miktarda saf su
ile yikanarak kullamldi. Stok olarak kulanilincaya kadar 4°C’de %30’luk etanol

igerisinde bekletildi. Kullanma esnasinda distile su ile iyice yikanip kullanild.

2.6 Plazmit Izolasyonu

2.6.1 Kullanilan Cozeltiler

STET
8 gr Sukroz
5ml Triton X-100
10ml 0.5M EDTA
1.25ml 2M Tris-HCi
100 mI’ye tamamlamp otoklavlandi.

TBE elektroforez tamponu
10x Stok solusyon, 11t
108gr Tris Base
55gr Borik asit
40ml 0.5M EDTA (pH=8)
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2.6.2 Izolasyon Islemi

Bakteriler 8000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi, iist sivilar ayristirildiktan
sonra ¢okelti 0.4 ml STET’de ¢6ziindiiriildii. Ependorflara 10 pg/ml olacak sekilde
lizozim ilavesi yapildi, 30 saniye vorteksten sonra buz iizerinde 5 bekletildi. 1 dakika
kaynar su banyosundan sonra 10 dakika 14000 rpm’de santrifiijlendi. Cokelti steril bir
kiirdan ile uzaklagtirildi, kalan siviya 0.2 ml 5M Amonyum asetat ilave edildi. Daha
sonra 1ml izopropanol ilavesi ile oda 1s1sinda 5 dakika inkiibe edildi. 10 dakika 16000
rpm’de santrifijjlendi, list sivilar vakumla alind1 ve ¢okelti liyofilizatérde kurutuldu.
Cokelti 50 pl TBE’de ¢6ziildii. Agaroz jel elektroforezi ile bantlar gézlendi.
Spektrofotometrik olarak 260, 280 ve 260/280nm degerleri 6lgtildii.

2.6.3 Elde Edilen Plazmitlerin Agaroz Jele Verilmesi

%0.7°lik agaroz 1xTBE i¢inde hazirlandi. Cézelti 50°C’a kadar sogutulduktan
sonra 10 pg/ml olacak sekilde etidium bromide katild: ve jel kabina dokildi. Yaklagik
30 dakika polimerizasyondan sonra plazmit 6rnekleri jele yiiklendi. Uzerlerine 1’er pl
BFB ¢ozeltisi ilave edildikten sonra 1XTBE dolu elektroforez tankina kondu ve 80V
elektrik alaninda 2 saat yiiriitlildii. Bu siire sonucunda tampondan ¢ikarilan jel U.V.
transliiminat6rde gozlenerek Polaroid 667 tip film (3000 ASA) ile fotograflar ¢ekildi.

2.6.4 Absorbsiyon Spektroskopisi Yontemi ile Niikleik Asit
Miktarinin Tespiti

Yukaridaki yontemle saflagtirilan plazmitlerin, UV visible spektrofotometrede
260 ve 280 nm’de absorbanslar1 alindi. Bu absorbanslardan yola ¢ikarak 260/280
oramindan mililitredeki plazmit miktar1 hesaplandi. Ornegin 260/280 oram 2 ise
mililitrede 28 g ¢ift iplikli niikleik asit var demektir.
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2.7 Proteaz Aktivite Tayini

Proteaz aktivite tayini kazein sindirim yontemine gére yapildi. Proteolitik
aktivite kazein sindirim metodu ile tespit edildi. 0.1 ml enzim ¢6zeltisi, 1.8 ml 0.2 M
Tris tamponu (pH=7.2), 0.1 ml 0.06 M CaCl, ve 1 ml % 1'lik denatiire edilmis kazein
¢ozeltisi (pH=7) igeren ortama ilave edildi. 37°C'de 30 dakika. Inkiibasyondan sonra
%10Tuk TCA ¢ozeltisinden 2 ml ilave edilerek tiipler 4°C’de 30 dakika bekletilmeye
birakildi. Daha sonra filtre edilen ¢6zeltinin absorbans: 275 nm'de okundu (24).

2.8 Amilaz Aktivite Tayini

Enzim aktivitesi Bernfeld metoduyla tayin edildi (88). Enzim ¢dzeltisinin 1ml'si
ile nigastanin (%0.5) 0.05 M Tris (pH=7) tamponu i¢inde 1 ml'si 25°C’de 30 dakika
inkiibasyona birakild1. Siire sonunda 2 ml 3,5-dinitrosalisilikasit ilave edildi. Cézelti 5
dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Daha sonra 20 ml distile su ile seyreltme
yapilarak 489 nm'de ¢zeltinin absorbansi okundu.

2.9 Bakteri Uretimi

Kati besi yerinde tiretilen bakterilerden bir koloni 6n inkiibasyon ortamina
aktarilip buradan 100 ml’lik taze besi yerine esit olacak sekilde ekildi. B. subtilis
hiicreleri spektrofotometrik olarak 460 nm’de 0.2 absorbans verdikleri zaman
mililitrede yaklasik olarak 5x107 hiicre vardir. Buradan hareketle 6n inkiibasyondaki
hiicreler tespit edilerek esit sayida bakteri taze besi yerlerine inokiile edildi. Burada 24
saat 37°C’de calkalamali olarak inkiibasyona birakildi. Siire sonunda bu ortamdan
alinan bir santrifiij tiipti dolusu besi yeri santrifiijlenerek berrak bir iist stvi elde edildi.
Bu iist s1vi bu besi yerinde tiremis olan bakterilerin spektrofotometrik 6l¢iimii igin kor
ayari olarak 460 nm’de kullanilda.
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2.9.1 SB Siv1 Besi Yerinde Kalsiyum Kanal Blokorlerinin Bakteri ile
Etkilestirilmesi

Kat: besi yerinde tretilip 100 mI’lik sivi besi yeri 6n inkiibasyon ortamina
aktarilan Nottingham Universitesinden temin edilen B. subtilis’in bir kolonisi 37°C’de
calkalamal1 bir ortamda 8 saat stire ile tiretildikten sonra, egit miktarda bakteri igerecek
sekilde buradan 100’er ml’lik SB sivi besi yerine kalsiyum kanal blokérleri ilave
edilerek, bu ortamda 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 ve 24 saat siire boyunca iiremeye
birakildilar. Bu siireler sonunda elde edilen iist sivilar, bakteri miktari, enzim ¢alismasi
ve elektroforez igin kullanildi. Istatistiksel degerlendirmelerde farkli varyanstan iki
grup i¢in t testi uygulandi. Blokérlerde bakteri tiremesi ve o-amilaz sekresyonu

kontrole nazaran anlamli derecede diigiik bulundu (p<0.01).

2.9.2 SB Siv1 Besi Yerine Agir Metal ve Diltiazem’in Bakteri ile
Etkilestirilmesi

Kati besi yerinde firetilip 100 ml’lik siv1 besi yeri 6n inkiibasyon ortamma
aktarilan bir koloni 37°C’de ¢alkalamal1 bir ortamda 8 saat sire ile {iretildikten sonra,
esit miktarda bakteri igerecek sekilde buradan 100’er mI’lik SB siv1 besi yerine HgCl,
0.1-0.7 ppm oranlarinda ilave edilerek, bu ortamda 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 ve
24 saat slire boyunca liremeye birakildilar. Siire sonunda hangi ppm oranlarinda
tiremenin g6zlendigi belirlendikten sonra bu oranlarda ¢aligilmaya devam edildi. Daha
sonra agir metal igeren ve tiremenin gozlendigi oranlara, Diltiazem ilave edildi. Bu
stireler sonunda fist stvilar enzim aktivitesi ve elektroforez caligmalari, bakteriler ise
plazmit ¢aligmalari i¢in kullamlda.

Istatistiksel degerlendirmelerde farkli varyanstan iki grup igin t testi uyguland:.
0.1-0.4 ppm HgCl, ve Diltiazem’i birlikte igeren SB siv1 besi yerlerinde o-amilaz

aktiviteleri kontrole nazaran anlam" derecede diigiik bulundu (p<0.01).
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2.9.3 Kiiltiirden Bakteri izolasyonu

Bakteriler inkiibasyon siiresi sonunda 4°C’de 5000 g’de 20 dakika santrifiijleme
ile tist s1v1 ile gokelti birbirinden ayrigtirilip iist sivi enzim galigmasi i¢in ¢okelti ise

membran ve plazmit ¢aligmalari i¢in kullanilda.
2.10 o-Amilazin Uretim Zamanimin Saptanmasi

Kat1 besi yerinde liretilip 100 ml’lik N.B. siv1 besi yerine aktarilan bir koloni
37°C’de ¢alkalamali ortamda 8 saat 6n inkiibasyona birakildiktan sonra bakteri miktar
esitlenerek ile 500°er ml’lik s1v1 besi yerine aktarilarak, bu ortamda 4, 6, 8, 10, 12, 14,
16 ve 18 saat boyunca {iremeye birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda santrifiijleme ile

list stv1 ve ¢okelti ayristirildi. Ust stvida ve membranda o-amilaz aktivitesi saptandi.
2.10.1 Antibiyotik Uygulamasi

SB s1v1 besi yerinde firetilen bakteriler 10 saat {iretildikten sonra 170 pg/ml Ch
ilavesi yapildiktan 2.5 saat sonra 20 dakikada bir iist s1v1 ve bakteri 6rnekleri alinarak
list sivida amilaz aktivitesine bakteri Grneklerinde ise membran caligmasi ile elde
edilen amilaz aktiviteleri saptandi.

Istatistiksel degerlendirmelerde farkli varyanstan iki grup igin t testi uygulandu.
SB sivt besi yerlerindeki {ist sivi ve membrandan elde edilen o-amilaz aktiviteleri

kontrole nazaran anlamli derecede diigiik bulundu (p<0.01).
2.10.2 Membran Cahsmasi

Kat1 besi yerinde tiretilip 100 mI’lik N.B. s1v1 besi yerine aktarilan bir koloni
37°C’de galkalamal1 ortamda 8 saat on inkiibasyona birakildiktan sonra bakteri miktar:
esitlenerek ile 500’er ml’lik siv1 besi yerine aktarilarak, bu ortamda 4, 6, 8, 10, 12, 14,
16 ve 18 saat boyunca iiremeye birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda santrifiijleme ile
tist stv1 ve ¢okelti aynigtirildi. B. subtilis hiicreleri 0.02M MgCl, ve 0.05M NaCl igeren
0.13M Tris-HCI (pH=7.5) ¢ozeltisinin 5 ml’si ile stispanse edildi. 50 mg/ml lizozim
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ilave edilerek 37°C’de 15 dakika inkiibasyona birakildi. Siispansiyonlar 4°C’de 5000 x
g’de 15 dakika santriftijlendi. Cokelti 0.13M Tris-HCI (pH=7.5) icine alinarak, lizis
islemi 0°C’de 30 dakikada tamamlandi. Santrifiijlendikten sonra pelet %10 sukroz
iceren 0.13M Tris-HCI (pH=7.5) ile siispanse edilerek %10, 20, 30 ve %40’lik sukroz
gradiyentine birakildi. 4°C’de 1500 x g’de 90 dakika santrifiijledikten sonra %30’luk
tabakada biriken membran uygun bir gekilde alinarak 5000 x g’de 15 dakika
santrifiijlendi. Cokelti %1°’lik SDS ile etkilestirildikten sonra santrifiijlenerek {ist
sividaki a-amilaz aktivitesi incelendi (89, 90).

2.11 Amino Asit Uygulamasi

On inkiibasyonu takiben, NB stv1 besi yerine ekim yapilarak, her bir besi yerine
%0.1 oraninda 20 amino asitten biri ilave edildi. Calisma, 20 amino asit i¢in 4, 6, 8, 10,
12, 14, 16 ve 18. saatler olmak iizere, 8 farkli siire esas alinarak gerceklestirildi.
Caligmada amino asit ilave edilmis NB sivi besi yerinde iiretilen bakteriler, belli
siireler sonunda santrifiijlenerek {ist sivida a-amilaz aktivitesine, toplanan bakterilerde
ise salgilanmak fizere olan a-amilazi izole etmek igin kullanildi. Sonuglar amino asit
icermeyen NB sivi besi yeri ile kiyaslandi. Istatistiksel degerlendirmelerde farkli
varyanstan iki grup i¢in t testi uygulanda.

Tablo 1: Bakteriyel iist stvilardan elde edilen a-amilaz aktivite degerleri arasinda istatistiksel

olarak kontrolden farkli bulunan amino asitler.

Amino Asit Veri Sayisi Hesaplanan t Degeri Olasilik
Glutamik asit 10 -2.733 0.023 (P<0.05)
Asparajin 10 -2.575 0.03 (P<0.05)
Lizin 10 -3.127 0.012 (P<0.05)
Treonin 10 -2.841 0.019 (P<0.05)
Metionin 10 -2.976 0.016 (P<0.05)
Aspartik asit 10 -4.167 0.02 (P<0.01)
Serin 10 -3.836 0.04 (P<0.01)
Triptofan 10 -3.772 0.04 (P<0.01)
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Tablo 2: Membran ¢aligmasi ile elde edilen a-amilaz aktivite degerleri arasinda istatistiksel

olarak kontrolden farkli bulunan amino asitler.

Amino Asit Veri Sayis1 Hesaplanan t Degeri Olasilik
Glutamik asit 10 -3.292 0.009 (P<0.01)
Prolin 10 -3.134 0.012(P<0.05)
Lizin 10 -3.253 0.01(P<0.01)
Metionin 10 -3.011 0.015(P<0.05)
Losin 10 -2.416 0.039(P<0.05)
Valin 10 - 3.840 0.004(P<0.01)
Serin 10 -2.252 0.051(P<0.05)
Glisin 10 -3.032 0.014(P<0.05)
Triptofan 10 -3.250 0.010(P<0.01)
Histidin 10 -5.527 0.000(P<0.01)

2.12 Kalsiyum Kanal Blokérlerinin a-Amilaz le

Etkilestirilmesi

In vitro olarak kalsiyum kanal blokorlerinin ai-amilaz {izerine etkisi, besi

yerinin her bir mililitresindeki blokdr miktar1 hesaplanarak, aktivite tayini 6ncesi o-

amilaz 6nce kalsiyum kanal blokérleri ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra ortama

substrat ilave edilerek aktivite tayinine devam edildi.

2.13 a-Amilaz Saflastirilmasi

Bakteriyel kiiltiir 18 saat siire retildikten sonra 4°C‘de santrifiijlenerek o~

amilaz igeren Ust siv1 ile ¢okelti ayrigtinildi. Ust sivida aktivite tayin yontemi ile o-

amilaz aktivitesi kontrol edildi. -20°C’de sogutulmus %96’Lik etanol 4°C’de

karigtinlan Ust siv1 lizerine yavas bir gekilde 1:3 hacminde ilave edildi. Céken
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proteinler 10000 rpm’de 20 dakika sogutmali santrifiij ile santrifiijlendi. Cokelti 25 ml
0.IM fosfat tamponunda (pH=6.9) c¢oziildii. Cozelti lizerine %45 doygunlukta
(NH4),SO4 oldukga yavag ilave edildi. Kangim 14000 rpm’de 20 dakika
santrifiijlenerek ¢okelti atildi. Ust stvi tizerine %70 doygunlukta (NH4),SO4 ilave
edildi. 4°C’de 14000 rpm’de 20 dakika santrifiijleme ile elde edilen ¢okelti 0.1M
(pH=8) fosfat tamponunun 25 ml’si ile ¢oziindiirtildii. Protein ¢6zeltisi ayni tamponun
2 litresi ile gece boyu 4°C’de dializlenerek (NH4),SO4 ‘tan kurtarildi. Liyofilizatérde
bacim yaklagik 10 ml’ye indirildi. 0.1M fosfat tamponu (pH=8) ile dengelenmis olan
DE-32 (10x200 mm) kolonuna verilen protein ¢6zeltisi, 0.1-1 M NaCl gradiyenti ile
yikanarak fraksiyonlar toplandi. o-amilaz aktivitesi gosteren fraksiyonlar birlestirilerek
gece boyu fosfat tamponu ile dializlenerek tuzdan kurtarildi (91). Liyofilizatérde hacim
10 mI’ye indirilerek -20°C’de saklandi.

2.13.1 DE-32 Kolonunun Hazirlanmasi

Anyon degistirici DE-32 kolon materyali hazirlamak igin 1 gr DE 32, 15 ml su
igerisinde yarim saat bekletildi. Buhnerden vakum ile siiziilen tortu 0.5 M HC i¢inde
yarim saat bekletildi. Vakumda siiziilerek, siiziintii sivistmin pH’s1 oluncaya kadar saf
su ile yikandi. Tortu 0.5 M NaOH iginde yarim saat bekletildi. Saf su ile yikanarak pH
5.0%a getirildi. 10 x 200 mm boyutundaki cam kolona dolduruldu. Kolon potasyum
fosfat tamponu ile yikanarak pH 8 olacak gekilde dengelenip kullanild:.

2.14 Elektroforez islemi

Proteinlerin fizikokimyasal &zellikleri biiyiik tilglide iki faktdr tarafindan
belirlenir. Molekiil biiytiklugii ve elektriksel yiik. Bu parametrelerdeki farkliliklara
dayanan ayirma yontemleri gelistirilmigtir. Bunun yaninda, baglanma yeteneginin
spesifik 6zelliklerinden de faydalamlabilir (affinite kromatografisi).

Bir proteinin tagidif1 net elektrik yiikii yapisindaki alt birimlerin tagidig1 negatif
ve pozitif yiiklerin toplamina esittir. Bir makromolekiiliin net elektrik yiikii varsa,
yikiintin igareti ve biiytikliifline gore elektriksel alanda hareket eder. Bu olaya
elektroforez denir. Elektroforez proteinlerin ayrilmasinda ¢ok etkin bir yontemdir.
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Daha ¢ok analitik yontem olarak kullanilir ama degisik proteinlerin preparatif ayrilmasi
icin de kullanilabilir. Tampon ¢6zelti ile ayarlanmug belirli bir pH’da degisik proteinler
degisik sayida yilk tagirlar. Elektriksel alan uygulandifinda protein molekiilleri
elektriksel kuvvetlere gore yuriirler. Yirlime hizi, etkileyen elektriksel kuvveti
belirleyen molekiil sekli ve biiyiikliigiine baglidur.

Yiik, biiyiiklik ve bigime bagli olarak ayirmay: saglamak igin kullanilan en
uygun elektroforez metodlarindan biri poli akrilamid jel elektroforezidir. Poli
akrilamid jel elektroforezinin ayirma giicii proteinlerin molekiil agirliklarinin tayininde
kullamilabilir. Bunun icin proteinler arasindaki elektriksel yiikk farkimn ortadan
kaldirilmasi ve proteinlerin denatiire edilmeleri gerekir.

Oligomer proteinlerin analizinde, bir deterjen olan ve denatiire edici bir ayrag
olarak Sodyum Dodesil Siilfat ((SDS) CH3(CH,);; OSO3Na") kullanilmaktadir.
Hidrofobik ve hidrojen baglarim kiran SDS’nin proteinlerle yaptigi kompleks negatif
yikli ve cubuk sekilli partikiillerden ibarettir. Bu negatif yiiklii SDS-protein
kompleksleri birbirini itmekte ve proteinlerin bir araya gelmelerini &nlemektir.
Proteinlerin disiilfiir baglarimi kirmak igin B-Merkapto etanol (OH-CH,-CH,-SH)
kullanilir (92).

Elektroforez islemi: Proteinler Weber ve Osborn yontemine gore elektroforez
islemine tabi tutuldular (93).

A Tamponu; 25.54 gr Na,HPO,.2H,0, 8.8 gr NaH,P04.4H,0, 2 gr SDS.
Hacim saf su ile 1000 ml’ye tamamland:.

B Cozeltisi; 5,5 gr Akrilamid, 0.15 gr N-N' metilen bisakrilamid, 25 ml saf suya
tamamlanda.

C Cozeltisi; 15 mg/ml Amonyum persiilfat.

D Cozeltisi; 1:1 oranminda sulandirilmig A tamponu.

N-N-N’-N'Tetrametil etilendiamin (TEMED), %10’luk SDS, 14 M B-Merkapto
etanol, Brom Phenol Blue (BFB) ve Gliserin.

Boyama soliisyonu; 0.25 gr Coomasie Brilliant Blue R-250, 25 ml Metil alkol,
15 ml Glasiyel asetik asit, 60 ml saf su.

Boya ¢ikarma soliisyonu; 50 ml Metil alkol, 75 ml Glasiyel asetik asit, hacim
1000 mI’ye tamamlandi.
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Jellerin hazirlanmasi: Jel soliisyonu olarak kullanilan 15 ml A tamponu, 13.5
ml B ¢6zeltisi, 1.5 ml C ¢gézeltisi ve 45 ul TEMED buz iginde karigtirilarak hazirlandi.
80 x 5 mm ebadindaki jel tiipleri, alt kismu parafilm ile kapatilmus bir gekilde jel
hazirlama aparatina yerlestirildi. Buz iginde siirekli karigtirilarak hazirlanan jel
soliisyonu jel tiiplerine 6 cm olacak kadar dolduruldu. Jellesmenin diizgiin bir gekilde
olmas! igin fizerine 1 ml saf su konuldu. Jelin polimerizasyonu bekletilerek saglandi.
Elektroforez islemi igin hazirlanmusg tiiplere saf su, 2 ul A tamponu, 5 ul SDS(%10), 1
ul B-Merkapto etanol (14 M) ve saf su ile protein ¢dzeltillerinin bu ilave edilen
¢ozeltiler ile birlikte hacmi 75 pl olacak sekilde saf su ve protein ¢ozeltileri ilave
edildi. Proteinlerin denatiire olmas igin tiipler 10 dakika 90°C’de 1sitildi. Daha sonra
tiiplere 10 ul BFB, 20 pl Gliserin, 5 pl B-Merkapto etanol (14 M) ve 50 pl D tamponu
ilave edildi.

Jel tiiplerinin alt ylizeyini kapatan parafilm ¢ikarilarak, jel tiipleri elektroforez
aygitna yerlestirildi. Hazirlanmig protein ¢ozeltileri jel tiiplerine verildi. Onceden
hazirlanan A tamponu aygitin alt ve st bollimlerine bogaltildi. Tamponun {ist
yiizeylerinin akim gegecek olan elektrodlerla temas etmesi saglandi. Aym gekilde
jellerin alt ve iist uglarmin soliisyonla temasa etmesi ve uglarinda hava kabarcidi
kalmamasina dikkat edildi. Her jel i¢cin 8 mA’lik akim uygulanarak elektroforez
baglatildi. BFB boyasmn tiip igerisindeki ilerleyisi kontrol edilerek proteinlerin
yiirlimesi izlendi. BFB boyas: jel tliplerinin alt kismina yaklaginca akim kesilerek
elektroforez islemine son verildi. Jel tiiplerindeki jeller bir enjektor yardimi ile jel
tiiplerinden ¢ikarildi. BFB boyasimn ilerledigi mesafeyi bilmek i¢in boyamn ilerlemis
oldugu kisim bir igne yardimi ile delindi. Jeller temiz tiiplere alinarak, lizerlerine
boyama soliisyonu birakilip, jellerin boyanmasi ig¢in 30 dakika beklenildi. Jeller
boyadan almarak {izerlerindeki boyanin ¢ikmasi i¢in boya ¢ikarma soliisyonu
dokiilerek beklendi. Béylece blokorler ve agir metal ilave edilmig SB sivi besi yerinde
ki B. subtilis’in besi yerine salgilamis oldufu ekzoenzimlerin elektroforez bant

profilleri incelendi.
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2.15 Protein miktar tayini
Protein miktarlar1 Lowry y6ntemine gére saptandi (94).

Alkalin ¢ozeltisi: %4 Nay,COs, %4 Na-K Tartarat ve %2 CuSO, hazirlandi. Bu

¢ozeltilerin oram sirasi ile 100:1:1 olacak sekilde hazirlanarak kullanilda.

Folin reaktifi: 100 gr Na;WO,4.2H,0, 25 gr Na;M004.2H,0, 50 ml %85°lik
H3POy4, 100 ml derigik HCI, 150 gr LiSO,, birkag damla Br,, hacim saf su ile 1000
ml’ye tamamlandi. Standart egriyi ¢izmek i¢in Img/ml’lik Bovine serum albumin
(BSA) hazirland:. Biitiin tliplere saf su ve protein miktar1 500 ul olacak sekilde saf su
ve protein ¢ozeltileri ilave edildi, sadece bir tiipe 500 pl saf su ilave edildi ve bu tiip
kor olarak spektrofotometrede sifir (0) ayar1 igin kullanildi. Tiiplerin hacmi saf su ve
protein ¢ozeltileri ile 500 pl olduktan sonra her bir tiipe 5 ml alkalin ¢ozeltisi ilave
edilip, 15 dakika 40°C’de su banyosunda bekletildi. Daha sonra iizerlerine Folin
reaktifinden (1:1 saf su ile sulandirilmig) 500 pl katilarak, 30 dakika karanlikta
bekletildi. Siire sonunda 660 nm dalga boyunda kére karst absorbsiyon degerleri
okundu. Age degerlerine karsihik gelen BSA protein miktarlarindan yararlanilarak
standart dogru ¢izildi. Orneklerin protein igerigi, 660 nm’de okunan absorpsiyon
degerleri kullanilarak standart egriden hesaplandi.
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3. BULGULAR

3.1 CaC(l, Oranlarmin NB ve SB Si1vi Besi Yerlerinde

o-~-Amilaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

SB ve NB sivi besi yerinde a-amilaz sekresyonuna CaCly’nin etkilerini
inceleyebilmek igin 10® M’dan 100 mM’a kadar CaCl‘li olarak hazirlanan besi
yerlerine esit miktarda bakteri ekimi yapildiktan sonra a-amilaz aktiviteleri Bernfeld
metodu ile belirlendi. Grafik (1)’ce goriildiigii gibi 7 farkli CaCl, oranina sahip sivi

besi yerlerinde optimal a-amilaz aktivitesi gosteren ortamin 1 mM CaCl, iceren sivi

besi yeri oldugu belirlendi.
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Grafik 1 : SB ve NB siv1 besi yerlerinde 10°*-100 mM CaCl, oranlar1 uygulanmasi ile esit stirelerdeki c-

amilaz aktiviteleri.
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3.2 SB ve NB Sivi Besi Yerlerinde pH’nin a-Amilaz
Sekresyonu Uzerine Etkisi

Siv1 besi yerlerinde a-amilaz sekresyonuna pH’nin etkilerini inceleyebilmek
icin pH 5-9 araliginda NB ve SB siv1 besi yerleri hazirlandi. Bu besi yerlerine esit
miktarda bakteri ekimi yapildiktan sonra a-amilaz aktiviteleri Bernfeld metodu ile
belirlendi. Grafik (2)’de goriildiigii gibi 9 farkli pH oranina sahip siv1 besi yerlerinde

maksimum oa-amilaz aktivitesi gésteren ortamin pH=7 oldugu belirlendi.
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Grafik 2 :SB ve NB s1v1 besi yerlerine pH=5-9 aralifindaki pH’larda ve esit siirelerdeki o-amilaz

aktiviteleri.

3.3 Kalsiyum Kanal Blokérlerinin Bakteri Uremesi Uzerine

Etkilerinin incelenmesi

Kati1 besi yerinde tretilip 100 ml’lik sivi besi yerine aktarilan bir koloni
37°C’de c¢alkalamali bir ortamda 8 saat on inkiibasyona birakildiktan sonra, egit
miktarda bakteri iceren 100’er ml’lik SB siv1 besi yerine kalsiyum kanal blokérleri
ilave edilerek, bu ortamda 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 ve 24 saat siire boyunca
ircmeye birakildi. Bu saatler sonunda 460 nm dalga boyunda, kalsiyum kanal
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blokérlerinin bakteri {iremesi iizerine olan olumsuz etkisinin 4, 6, 8, 10 ve 12. saatte
siras1 ile % olarak 32, 24, 22, 19 ve 18 degerlerinde iken 14. saatten itibaren {ireme
fizerine olan etkisinin %15 degerinde kaldig1 ve bu degerin 24. saate kadar degismedigi

gbzlendi.
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Grafik 3 : SB sivi1 besi yerinde 4-24 saat stire ile kalsiyum kanal blokorleri ile etkilestirilen bakterilerin

460 nm’de mililitre besi yerindeki sayilar1.

3.3.1 Kalsiyum Kanal Blokérlerinin o-Amilaz Sekresyonu Uzerine

Etkilerinin Incelenmesi

Kat1 besi yerinde tiretilip 100 ml’lik sivi besi yerine aktarilan bir koloni
37°C’de calkalamali bir ortamda 8 saat 6n inkiibasyona birakilip, bakteri miktari
esitlendikten sonra 100’er mI’lik SB siv1 besi yerine kalsiyum kanal blokérleri ilave
edilerek, bu ortamda 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 ve 24 saat siire boyunca {iremeye
birakildi. Bu stireler sonunda iist sivilarda yapilan o-amilaz aktivite tayininde kontrole
nazaran enzim sekresyonunda Gnemli Olgiide diisiis oldufu tespit edildi. Ayrica
kontrolde 6. saatte a-amilaz aktivitesine rastlanirken blokdrlerde aktiviteye 12. saatte
rastlandi ve kontrolde 18. saatte aktivite maksimum iken blokdrlerde 20. saatte
aktivitenin maksimum oldugu saptandi. Kontrol ve blokérlerde enzim aktivitesinin
maksimum oldugu saatler poli akrilamid jel elektroforezinde proteinlerin elektroforez

profilleri incelendi (Resim 1).
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Grafik 4 : SB siv1 besi yerinde 4-24 saat stire ile kalsiyum kanal blokorleri ile etkilestirilen bakteri iist

sivilarindaki a-amilaz aktiviteleri.

3.4 Ticari a-Amilazin CaCl, ile Optimizasyonu

Ticari a-amilazi bu enzimin kofaktérii olan kalsiyum ile 1-15 mM oranlarinda
aktivite tayininden 6nce enzim ile etkilestirilerek aktivite tayinine gidildi. Grafik 5°de
goriildligti gibi ticari o-amilaz belirli oranlarda CaCl, ile etkilegtirildikten sonra
kontrole nazaran CaCl, konsantrasyonundan etkilendigi en iyi aktivitenin 2 mM CaCl,
iceren ortamda gergeklestigi buna karsin 3 mM CaCl, konsantrasyonundan itibaren
kontrole nazaran giderek aktivite kaybettigi tespit edildi.
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Grafik 5 : Ticari a-amilaz 1-15 mM CaCl, ile etkilestirildikten sonra yapilan aktivite tayininde enzimin

489 nm’deki aktivitesi.

3.4.1 Lacipil ve Diltiazemin a-Amilaz Uzerine In-Vitro Etkisi

Kalsiyum kanal blokdorlerinden Lacipil ve Diltiazemin, oa-amilaz {izerine in
vitro etkisinde, besi yerinin mililitresindeki kalsiyum kanal blokérlerinin miktar
hesaplanarak (250 pug/ml) ve bu oranlarin tizerine ¢ikilarak aktivite tayini yapildi. Besi

yerindeki kalsiyum kanal blokdr oran miktarinin in vitro olarak etki gdstermedigi bu
miktarm lizerindeki degerlerde kontrole nazaran inhibisyon etkisinin arttig1 gdzlendi.
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Grafik 6 : SB siv1 besi yerindeki Lacipil (250 pg/ml) miktarmnmn in vitro oranlarda uygulanmasi.



38

A 489
e
)

0,75 -

0 0,25 0,75 1,25 1,75 2,5 3,75
Konsantrasy onu (Hg/ml)

Grafik 7 : SB sivi besi yerindeki Diltiazem miktarmin (250 ug/ml) in vitro oranlara uygulanmasi.

3.5 Kalsiyum Kanal Blokorleri ile Etkilestirilen
Bakterilerden Elde Edilen Ust Sivilarin CaCl, ile
Etkilestirilmeleri

Kalsiyum kanal blokérleri ile etkilestirilen bakterilerden elde edilen tist
sivilardan daha 8nce yapilan aktivite tayininde en yiiksek a-amilaz aktivitesi gésteren
ornekler alindi. Bu st stvilara 2 mM CaCl, ilave edilip aktivite tayini yapildi. Grafik
8’de goriildiigi gibi bakteriyel tist stvilara CaCl, ilavesinin aktivitede énemli 6l¢iide
bir degisiklik yapmadig: tespit edildi.
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Grafik 8 : Kalsiyum kanal blokérleri ile etkilegtirilen bakterilerden elde edilen a-amilaz igeren list

stvilara 2 mM CaCl, uygulamasi ile 489 nm’deki o-amilaz aktiviteleri.

3.6 In-Vitro Kosullarda Lacipil ve Diltiazeme Artan

Oranlarda CaCl, Kullanilmasi

SB sivi besi yerindeki Lacipil ve Diltiazem miktarlarina egdeger miktardaki
Lacipil (250ug/ml) ve Diltiazem (250ug/ml), 1,2, 3,4, 5, 7, 10 ve 15 mM CaCl; ile 15
dakika inkiibe edilmi§ a-amilaz ile etkilestirildikten sonra aktivite tayini yapildi.
Deney sonucunda. her iki blokérde de maksimum aktivitenin 2 mM CaCl, igeren
ortamda gergeklestigi, daha yiiksek oranlarin ise artan oranda inhibe ettii gériildii
(Grafik 9-10).
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Grafik 9 : SB siv1 besi yerindeki Lacipil (250ug/ml) oranina egit miktardaki Lacipil’in 1-15 mM CaCl,
ile etkilestirildikten sonra yapilan aktivite tayinde 489 nm’deki a-amilaz aktiviteleri.
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Grafik 10 : SB siv1 besi yerindeki Diltiazem oranma (250 ug/ml) esit miktardaki Diltiazem’in 1-15 mM
CaCl, ile etkilegtirildikten sonra yapilan aktivite tayinde 489 nm’deki o-amilaz aktiviteleri.
3.7 SB Besi Yerinde Agir Metallerin a-Amilaz ve Plazmit
Uzerine Etkileri

SB besi yerine agir metal olarak 0,1-0,7 ppm HgCl, ilavesi ile sivi besi
yerindeki bakteriyel a-amilaz aktivitesine bakildi. 0,1, 0,2 ve 0,3 ppm HgCl, igeren

besi yerlerinde a-amilaz sekresyonuna 14. saatte rastlandi. 0,4 ppm HgCl, igeren besi



41

yerindeki a-amilaz aktivitesine 16. saatte, 0,5 ve 0,6 ppm HgCl, igeren besi yerinde ise
20. saatte, 0,7 ppm HgCl, iceren besi yerinde ise {ireme goriilmedi. Kontrol ve (0,1-
0,6) ppm oranlarinda HgCl, ilave edilmig SB sivi besi yerinde enzim aktivitesinin
maksimum oldugu saatler poli akrilamid jel elektroforezinde proteinlerin elektroforez

profilleri incelendi (Resim 2).
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Grafik 11 : HgCl,’nin SB siv1 besi yerine 0,1-0,7 ppm degerlerinde kullanilmast ile bu besi yerlerinde

iki saatte bir list sivilarindaki o-amilaz aktiviteleri.

SB besi yerinde agir metal optimizasyonu yapildiktan sonra bu besi yerlerine
Diltiazem ilave edilip iist sivida a-amilaz aktivitesi kontrol ile kiyaslanip incelendi. 16.
saatte 0,1 ve 0,2 ppm HgCl, ve Diltiazem’i igeren besi yerinde o-amilaz aktivitesine
rastlandi. 0,3 ppm HgCl, ve Diltiazem’i igeren besi yerinde ise a-amilaz aktivitesine
20. saatte, 0,4 ppm HgCl, ve Diltiazem’i igeren besi yerinde ise iireme goriilmedi.
Kontrol ve (0,1-0,3) ppm oranlarinda HgCl, ve Diltiazem’i beraber igeren SB siv1 besi
yerinde enzim aktivitesinin maksimum oldugu saatler poli akrilamid jel

elektroforezinde proteinlerin elektroforez profilleri incelendi (Resim 3).
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Grafik 12 : SB siv1 besi yerine 0,1-0,4 ppm HgCl,’nin ve Diltiazem’in beraber kullanilmasi ile bu besi

yerlerinden 10-24. saatler arasi iki saatte bir alinan {ist siv1 Srneklerindeki a-amilaz aktiviteleri.

SB siv1 besi yeri kontrol olarak hazirlanip bu besi yerinden CaCl, igermeyen
besi yeri ve SB sivi besi yerine Diltiazem ilavesi yapilarak iist sivida o-amilaz
aktivitesi yapildi. Cokelti toplanip bakteri absorbansi esitlendikten sonra plazmit
caligmasina gidildi. oa-amilaz aktivite tayininde kontrole nazaran o-amilaz
aktivitesinde onemli dlgiide bir diisiis gozlendi. Aktivite kaybmm 10? M CaCl,
icermeyen SB stv1 besi yerinde, 10> M CaCl, ve Diltiazem’i beraber igeren besi yerine
gére daha fazla oldugu goriildii. Kontrol, CaCl, igermeyen SB sivi besi yeri ve
Diltiazem igeren SB sivi besi yerinde enzim aktivitesinin maksimum oldugu saatler
poli akrilamid jel elektroforezinde proteinlerin elektroforez profilleri incelendi (Resim
4).
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Grafik 13 : SB s1v1 besi yeri, SB siv1 besi yerinden CaCl, ¢ikarilmast ve SB sivi besi yerine Diltiazem

ilavesi ile yapilan besi yerlerindeki a-amilaz aktiviteleri.

Bu besi yerlerinden elde edilen bakterilerin “booling metodu” ile yapilan
plazmit ¢aligmasindan sonra aliman spektrofotometrik &lglimlerle, saflagtirilan
plazmitlerin 260, 280 ve 260/280 oranlar1 tespit edildi. Bu plazmitler agaroz jel

elektroforezine verilerek elektroforetik bantlar1 incelendi (Resim 5).
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Grafik 14 : SB siv1 besi yeri, SB siv1 besi yerinden CaCl, gikarilmasi ve SB siv1 besi yerine Diltiazem

ilavesi ile yapilan besi yerlerindeki plazmit ¢aligmasimim 260 ve 280 nm’deki absorbans degerleri

SB s1v1 besi yeri kontrol olarak hazirlanip bu besi yerinden 0.2 ppm HgCl, ve
0.2 ppm HgCl, ile birlikte Diltiazem, CaCl, igermeyen besi yeri ve bu besi yerinden



0.2 ppm HgCl, ve 0.2 ppm HgCl, ile birlikte Diltiazem’i iceren SB s1v1 besi yerleri
hazirlandi. Ust sivida a-amilaz aktivitesi yapildi ve bakteri absorbans: esitlendikten
sonra ¢okelti toplanip plazmit ¢aligmasina gidildi. a-amilaz aktivite tayininde kontrole
nazaran 0.2 ppm HgCl, iceren ve CaCl, igermeyen SB sivi1 besi yerindeki o-amilaz
aktivitesinin onemli 6l¢lide diigtiigii, 0.2 ppm HgCl, ile birlikte Diltiazem igeren SB
besi yerinde ve CaCl, icermeyen 0.2 ppm HgCl, ve 0.2 ppm HgCl, ile birlikte
Diltiazem’i igeren SB sivi besi yerlerinde aktivite gbzlenmedi. Bu besi yerlerinin
plazmit ¢aligmalarinin 260 ve 280 nm’deki absorbanslari Grafik 15°de agaroz jel
elektroforezi ise Resim 6°da goriilmektedir.
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Grafik 15: SB sivi besi yeri ve bu besi yerine 0.1 ppm HgCl, ve HgCl, ile Diltiazem ilave edilmis ayrica
SB s1v1 besi yerindeki CaCl, gikarilip HgCl, ve HgCl, ile Diltiazem ilave edilmis SB s1v1 besi

yerlerindeki plazmit ¢aligmasinm 260 ve 280 nm’deki absorbans degerleri.

SB s1v1 besi yeri hazirlanarak bu sivi besi yerine agir metal olarak 10° M ZnCl,
ilave edildi ayrica Zn®* igeren diger bir SB besi yerine Diltiazem ilave edildi.
CaCly’nin etkisini kargilagtirmak tizere SB sivi besi yeri CaCl, igermeyecek sekilde
hazirlandi. 10° M ZnCl, ilavesi vapilmug olan SB besi yerinde aktivitenin kontrole
nazaran ¢ok az bir diisiis gosterdigi, Diltiazem ilavesi ile 10° M ZnCl, igeren SB besi
yerinde enzim sekresyonunun %80 oraminda inhibisyona ugradii saptandi. CaCl,

icermeyen SB besi yeri kontrol olarak hazirlanip bu besi yerine 10 M ZnCl, ilavesi ve
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yine 10° M ZnCly‘ye ilaveten Diltiazem ilave edilmis SB besi yerindeki aktiviteler
kiyaslandiginda sirast ile CaCl, igermeyen SB besi yerindeki aktiviteyi, 10° M ZnCl,
igeren SB besi yerindeki aktivitenin izledigi goriildii. 10”° M ZnCl, ve Diltiazem igerip
CaCl, icermeyen SB besi yerinde ise {ireme goriilmedi. Bu besi yerlerindeki a-amilaz

aktiviteleri Grafik 16’da, elektroforez bant profilleri ise Resim 7°de goriilmektedir.
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Grafik 16 : SB sivi besi yeri ve bu besi yerine 10° M ZnCl, ve ZnCl, ile Diltiazem ilave edilmis ayrica
SB siv1 besi yerindeki CaCl, gikarilip ZnCl, ve ZnCl, ile Diltiazem ilave edilmis SB siv1 besi yerindeki

o-amilaz aktiviteleri.

Bu besi yerlerinden elde edilen bakterilerin “booling metodu” ile yapilan
plazmit ¢alismasindan sonra alman spektrofotometrik dlctimlerle, saflastirilan
plazmitlerin 260, 280 ve 260/280 oranlar1 tespit edildi. Kontrole oranla CaCl,
icermeyen 10° M ZnCl, ve Diltiazem igeren besi yerinde 260 nm’deki absorbans

degerinin yiiksek oldugu gézlendi.
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Grafik 17 : SB siv1 besi yeri ve bu besi yerine 10> M ZnCl, ve ZnCl, ile Diltiazem ilave edilmis ayrica
SB s1v1 besi yerindeki CaCl, ¢ikarilip ZnCl, ve ZnCl, ile Diltiazem ilave edilmis SB siv1 besi

yerlerindeki plazmit ¢aligmasinin 260 ve 280 nm’deki absorbans degerleri.

3.8 o-Amilazin Uretim Zamaninin Saptanmasi

Kat1 besi yerinde iiretilip 100 ml’lik NB siv1 besi yerine aktarilan bir koloni
37°C’de galkalamali bir ortamda 8 saat 6n inkiibasyona birakildiktan sonra bakteri
miktar1 egitlemesi ile 500’er m1’lik NB s1v1 besi yerine aktarilarak, bu ortamda 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16 ve 18 saat boyunca iretildi. Esit bakteri ekimi ile farkli saatlerde iiretilen
bakteri kiiltiirleri santrifiijlenerek {ist sivida ve membranda o-amilaz aktivitesi
saptandi. Membranda 4. saatten itibaren a-amilaz aktivitesine, digariya salgilanan ve
santrifiijle {ist sivi olarak elde edilen kisimda ise daha ileriki saatlerde rastlandi.
Membranda aktivite 12. Saatte maksimuma ulagtig1 tespit edildi. Ust sivida ise a-

amilaz aktivitesi 18. saatte maksimuma ulagtig1 tespit edildi.
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Grafik 18 : NB siv1 besi yerinde liretilen B. subtilis 'in 4-18. saatler aralifindaki 460 nm’de militre besi
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edilen a-amilaz aktiviteleri.

12

14 16 18

: NB siv1 besi yerinde Uiretilen B. subtilis'in 4-18. saatler araligmdaki tist sivilarmdan elde
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Grafik 20 : NB siv1 besi yerinde tiretilen B. subtilis 'in 4-18. saatler arahigindaki membrandan elde

edilen a-amilaz aktiviteleri.

Siv1 besi yerinde firetilen bakterilere 170 pg/ml oraninda Ch ilavesi yapildiktan
2,5 saat sonra 20 dakikada bir tist s1v1 ve bakteri 6rnekleri alindi. Ust sivida o-amilaz
aktivitesinin gegen siire ile paralel bir artig gOsterdigi membran calismas: ile elde

edilen a-amilaz aktivitesinin ise kentrole nazaran erken bagladig tespit edildi.
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Grafik 21 : Ch ilavesi ile kontrol ve antibiyotikli ortamda Uist stvida o-amilaz aktivitesi.
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Grafik 22 : Kontrol ve Ch ilave edilmis SB besi yerinde membran ¢aligmasi ile elde edilen 489 nm’deki

o-amilaz aktivitesi.
3.9 Notral Proteaz Aktivitesi Uzerine pH Etkisi

B. subtilis’in salgiladigr iki proteazdan biri olan nétral proteaz ¢ozeltisi 1
mg/ml hazirlanarak, aktivite tayin testinde kullanilan tampon ve kazein ¢6zeltileri pH
1-13 araliginda hazirlanarak enzim bu tampon ve g¢ozeltileri ile etkilestirilerek, nétral

proteaz {izerine iyon konsantrasyonunun etkisi incelendi. Aktivitenin pH=7"de

maksimum oldugu gézlendi.
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Grafik 23 : pH 1-13 araligmmda nétral proteazin 275 nm’deki absorbansiar1.
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pH 1-13 araligindaki enzim ¢6zeltilerine kendi tampon ve subsratlar ile aktivite
tayini yapildiktan sonra bu sivilarin AAS’de Zn®** miktarina bakildi. Bu pH
araliklarinda AAS’de bakilan gézeltilerde Zn®* miktar: olarak bir farklihk gozlenmedi.

pH 2, 7 ve 13’de enzim ¢ozeltisi hazirlanarak bu enzimlere kendi pH, tampon
ve kazein ¢ozeltileri ile aktivite tayini yapildi. Daha sonra her enzim ¢ozeltisi kendi pH
degerindeki tamponu ile dializlendi. Dializ sonrasi hacimlerine bakildi. Miktar
esitlemesinden sonra, dializ 6ncesi aktivite ile dializ sonrasi aktivite arasinda bir fark
olmadig: tespit edildi. Cinkonun bu enzimin aktif merkezinde bulundugundan yola
gikarak aktivite test sistemine 10° M ZnCl, ilave edildi. Dializ 6ncesi ve sonrast
aktiviteye bakildi. Ortama ¢inko ilavesinin aktiviteyi etkilemedigi gozlendi. PH 2, 7 ve
13°deki enzim ¢dzeltilerine Lowry yontemine gore protein miktar tayin testi kullanilds.
Her ti¢ pH degerinde de protein miktarlariin uygunluk gésterdigi saptandi.
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4. SONUCLARIN TARTISILMASI

Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendislii ve Nottingham
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Béliimiinden temin edilen B. subtilis’ler
denenen birgok besi yerlerinden, NB ve SB sivi besi yerlerinde iyi iireme gésterdigi, o.-
amilaz ve plazmit ile yapilan deneylerimiz igin en uygun besi yeri olarak tespit
edilmesi, besi yeri igeriginin, bakteriyel o-amilaz tretimi lizerine etkili oldugu
izlenimini destekler niteliktedir. Her iki sivi-besi yerinde o-amilaz sekresyonuna
CaCly’nin etkileri incelendiginde, o-amilaz aktivitesinin CaCl, oramiyla 1 mM
seviyesine kadar dogru orantili bir sekilde artmasi, ImM diizeyinden sonra aktivitede
diislisiin saptanmasi, o-amilazin aktivite gosterebilmesi i¢in kofaktdr olarak Ca®*

a*™“nin a-amilaz aktivitesi tizerine stimiilator

iyonlarina ihtiyag géstermesi (8) ve C
etkisi oldugu (19) bulgularimi destekler niteliktedir. Besi yerinde fazla miktarda
bulunan Ca®" iyonlarinin o-amilaz enziminin dializlenmesine ve enzim miktarinin aym
oluguna karsin inhibisyon etkisi yapmas1 enzimin konformasyonunda meydana gelen
bir degisikligin olma olasiligim diigtindiirmektedir.

NB siv1 besi yerinde azot kaynag olarak nutrient broth bulunmasi ve SB sivi
besi yerinde hem organik azot kaynafi (beef ve yeast extract) ve hem de karbon
kaynagmin (¢oziiniir nigasta) olmasina ragmen ca-amilaz sekresyonunun bu iki besi
yerinde biribirine ¢ok yakin degerler vermesinin, organik azot kaynaklarinin besi
yerindeki miktarmin karbon miktarindan daha fazla olmasi gerektigini
sezindirmektedir. Ortamda protein, peptid ve pepton gibi organik maddelerin
varhfinda bakterinin bunlan kaynak olarak kullamp ekzoenzim sentezini arttirdig
aragtiricilar tarafindan bildirilmistir (2). Ancak organik azot kaynaklarmin besi
yerindeki miktarimn yeterli olmasi durumunda karbon kaynapi olarak c¢oziintir
nigastaya gereksinim olmadigt NB ve SB sivi besi yerlerinden elde edilen a-amilaz
aktivitelerinin birbirine g¢ok yakin olmasindan dolay: anlasilmistir, bu durum daha

onceki C/N oramnin  Snemli oldugunu savunan aragtirmalar ile gelisir bir bulgudur

(13).
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NB ve SB sivi besi yerlerinde a-amilaz sekresyonuna pH’mmn etkilerini
inceleyebilmek igin pH 5-9 araliginda hazirlanan sivi besi yerlerinde pH=5,5ta
aktiviteye rastlandi ve bu pH’dan itibaren pH=7’ye kadar pH artis1 ile c-amilaz
aktivitesi arasinda bir paralellik, pH=7’den sonra aktivitede bir diisiis saptandi.
PH=9da aktiviteye rastlanmadi, bu da daha Onceki c¢aligmalar tarafindan
desteklenmektedir (78).

Kat1 besi yerinde tiretilip 190 ml’lik siv1 besi yerine aktarilan B. subtilis’in bir
kolonisi 37°C’de ¢alkalamal: olarak 8 saat 6n inkiibasyondan sonra SB s1v1 besi yerine
kalsiyum kanal blokérleri (Isopin, Diltiazem, Lacipil, Amlocard ve Nidicard) ilave
edilerek degisik stirelerde tiremeye birakildi. Bu saatler sonunda her saatin kontroli ile
blokorlii ortamdaki bakteri miktarlar: tespit edildi. Bu saatler sonunda, kalsiyum kanal
blokérlerinin bakteri tiremesi tizerine olan olumsuz etkisinin 4, 6, 8, 10 ve 12. saatlerde
sirast ile % olarak 32, 24, 22, 19 ve 18 degerlerinde iken 14. saatten itibaren iireme
lizerine olan inhibisyon yiizdesi 15 degerinde kaldig1 ve bu degerin 24. saate kadar
degismedigi gozlendi. Yine bu siireler sonunda santrifiijleme ile elde edilen iist
stvilarda yapilan a-amilaz aktivite tayininde kontrolde 18. saate kadar diizenli bir artis
ve 18. saatte maksimum bir aktivite bu saatten itibaren aktivitede diistis saptandi.
Kalsiyum kanal blokorlerinde ise aktivitenin 12. saatte bagladigi tespit edildi ve
sekresyonun 22. saate kadar diizenli bir artig gésterdigi ve bu saatte maksimuma
ulagtifi, daha sonraki saatlerde ise aktivitede bir azalma tespit edildi. o-amilaz
aktivitesindeki bu azalmamn bakteri miktar ile bir iligkisinin olmadig1, ayn: orandaki
farkls saatteki kontrol ile kiyaslaninca aktivitenin kontrole gére diisiik oldugu goriildi.
SB siv1 besi yerinde aktivitenin 6. saate, blokérlerde ise 12. saatte aktiviteye rastlandi.
Oysa 12. saatteki blokérler ile etkilestirilen bakteri miktar1 8. saatteki kontrolden daha
yiiksek bulundugundan, bakteri miktar ile a-amilaz sekresyonu arasinda bir iligkinin
olmadif1 ancak, blokérlerin ai-amilaz sekresyonunu sekrete edilen kanallar1 tikayarak
gergeklestirdigini veya Ca®* iyonlarmin o-amilazin sentezlenmesinde etkili bir rol
oynayabilecegini diislindlirmektedir. Yine bu kanallardan bakteri biiyiimesini saglayan
elzem maddelerin gegisi, blokérler tarafindan engellendiginden bakteri biiylimesinin
kontrole nazaran blokorler tarafindan engellendigini diistindlirmektedir. Ayrica

ilerleyen stirelerde blokérlerin hiicre igine alinmasi ile hiicre igine alman blokérlerin
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bir kisminin metabolize edilebilmesinden dolay1 {iremenin kismen de olsa artmus
olabilegi diisiiniilmektedir. Kontrol ve blokorlerde enzim aktivitesinin maksimum
oldugu saatlerin elektroforez bant profilleri incelendiginde, kontrol ile esit miktarda
verilen blokdrler ile etkilestirilmis bakteri iist sivilarinda protein bantlarinin
gorlilmemesi, blokérlerin  enzim  sekresyonunu  engelledigi  diisiincesini
dogrulamaktadir (Resim 1). Bu veriler dogrultusunda o-amilaz sentezinin hiicre
digindan uyarildig diistintilmektedir.

Ticari a-amilaz, 1-15 mM oranlarindaki CaCl, ile aktivite tayininden 6nce
enzim ile etkilestirilerek yapilan aktivite tayininde 1 mM CaCl, konsantrasyonunun,
kontrole nazaran aktiviteyi arttirdigini, 2 mM CaCl, konsantrasyonunda aktivitenin
maksimum oldugu ve bu konsantrasyondan daha yiiksek CaCl, konsantrasyonlarinda
enzim {izerine inhibisyon etkisi yaptig1 saptandi. Bu inhibisyonun ortamda bulunan
fazla miktardaki CaCl, konsantrasyonunun enzimin konformasyonunda yapmus
olabilecegi degisikliklerden dolayr enzimde aktivite kaybmna neden oldugu
diisiintilmektedir. CaCl, konsantrasyonunun artmasi ile inhibisyondaki paralellik ve
sivi besi yerinde de 1 mM CaCl, konsantrasyonundan sonra enzim aktivitesindeki
diistis bu duistincelerimizi dogrulamaktadir.

Kalsiyum kanal blokérlerinden Lacipil ve Diltiazem’in o-amilaz {izerine in
vitro etkisi incelendiginde, her iki blokorde de besi yerindeki blokor oran miktarmnin
(250 pg/ml) in vitro olarak enzimi etkilemedigi ancak, besi yerindeki blokdr oraninin 5
kat1 kadar blok&r oraninda inhibisyon etkisinin gézlendigi saptandi. In vitro olarak besi
yerindeki blokér oramndan 5 katindan fazla oranlardaki blokér kullaniminda,
blokdrlerin enzim {izerindeki inhibisyon etkisinin Lacipil’in enzim {izerinde yapmus
oldugu inhibisyonun, Diltiazem’e oranla daha fazla oldugu saptandi. Arastiricilar
Lacidipine’nin diger kalsiyum kanal blokérlerine oranla daha uzun siireli bir etkiye
sahip oldugunu (70-71) ve membran iginde kali§ siiresinin diger blokérlere oranla daha
fazla oldugunu (72), ayrica Lacidipine tizerinde rol oynayan farmalojikal protein
reseptoriin lipid bolgesinde bulunmasi (73-75), Lacipil’in artan oranlardaki miktarinin
Diltiazem’e oranla enzimi daha fazla etkilemesini agiklamaktadir. Yine artan
miktardaki blokdr oranlarimin olusturdugu inhibisyonun, blokérlerin  kimyasal
yapisindan kaynaklandigim diistindiirmektedir.
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Kalsiyum kanal blokorleri ile etkilestirilen bakterilerden elde edilen {ist
stvilardan, en yiiksek aktivite veren, drnekler segilerek bu iist sivilar 2 mM CaCl, ile
etkilestirildikten sonra aktivite tayini yapildi. Kontrolde 2 mM CaCl, konsantrasyon
oraninin inhibisyon etkisi yarattii halde blokérlii bakteriyel tiist sivilara CaCl,
ilavesinin aktivitede dnemli olgtide bir degisiklik yaratmadii (Grafik 8) gozlendi.
Bunun da CaCl, gegisinin blokér tarafindan denetlendigi ve CaCl, konsantrasyonun
salgilanacak olan oi-amilaz i¢in yeterli oldugu kanmisim1 uyandirmaktadir.

Baz aragtiricilar tarafindan agir metallerin a-amilaz aktivitesi {izerine giiglii
inhibisyon etkisi (19) ve bakteriyel plazmitlerin agir metallere direnglilik 6zelligi
gosterdigi bildirilmistir (63). Siv1 besi yerinde HgCl, optimizasyonundan sonra 0.1, 0.2
ve 0.3 ppm HgCl; igeren s1v1 besi yerlerinde a-amilaz aktivitesine 14. saatte, 0.4 ppm
HgCl, igeren besi yerinde aktiviteye 16. saatte, 0.5 ve 0.6 ppm HgCl, iceren besi
yerlerinde ise aktiviteye 20. saatte rastlandi. Bakterinin artan HgCl, oranlarinda o-
amilaz. sekresyonunda kontrole nazaran dislisiin protein sentezi inhibisyonundan
kaynaklanabilecegini diistindiirmektedir.

SB siv1 besi yeri kontrol oiarak hazirlanip 0.2 ppm HgCl,, 0.2 ppm HgCl, ve
Diltiazem’i birlikte igeren ve CaCl, igermeyen SB kontrol olarak hazirlandi. 0.2 ppm
HgCl,, 0.2 ppm HgCl, ve Diltiazem’i birlikte igeren ancak, kontroliinde CaCl,
icermeyen besi yerlerinde bakteriler tiretililip bakteri sayis1 esitlendikten sonra yapilan
plazmit ¢alismasinda 0.2 ppm HgCl, igeren SB besi yerindeki plazmitlerin kontroliine
nazaran 260 ve 280 nm’de daba diisiik absorbans verdigi saptandi. Bu plazmitlerin
agaroz jel elektroforez gorlintlisti, kontrol ve digerlerine nazaran daha az plazmit
igerdigi tesbit edildi. 0.2 ppm HgCl, ile birlikte Diltiazem’li SB besi yerinde ise
kontrole yakin bir absorbans. ve plazmit fotografininda kontrol ile farkedilemeyecek
derecede yakmn oldugu goriildii. CaCl, ile birlikte 0.2 ppm HgClin B. subtilis
plazmiti tizerinde olusturdugu inhibisyonun HgCl, ve Diltiazem etkilesimi ile ortadan
kaldinldigim diistindtirmektedir ki bu yeni bir bulgudur. CaCl, icermeyen SB siv1 besi
yerlerinde ise 260 ve 280 nm’deki absorbanslarin ve plazmit goriintiilerinin kendi
kontrolleri ile bir farklilik gostermemesi, SB besi yerinin CaCl, ve 0.2 ppm HgCl,

iceren modifiye besi yerindeki 260 ve 280 nm’deki absorbans ve plazmit
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gériintlistiniin, CaCly’nin plazmit yapimum engelleyen veya bakteriyi koruyucu
mekanizmanin bir pargasi oldugunu diigiindiirmektedir ki, bu da yeni bir bulgudur.

Diltiazem ilave edilmis SB besi yeri CaCl, icermeyecek sekilde hazirlandi. Bu
besi yerlerinin {ist sivilarinda yapilan aktivite tayininde kontrole gére sirasi ile
Diltiazem igeren SB ve CaCl, igermeyen SB besi yerinde amilaz aktivitesi ¢ok diigiik
bulundu. Bu bakterinin o-amilaz sentezi igin hiicre igine CaCly’nin alinmasi
gerektifini diigiindliren bir bulgudur. Bu besi yerlerinde iiretilen bakterilerin sayilari
esitlendikten sonra yapilan plazmit ¢alismasindaki sonuglar agaroz jel elektroforezi ile
goriintiilendi.

Kontrol olarak kullamlan SB besi yerindeki plazmit miktarmn, Diltiazem
iceren SB besi yerine gore fazla olmasi, CaCl, ile birlikte 0.2 ppm HgCly‘nin B.
subtilis plazmiti tizerinde olusturdugu olumsuz durumu HgCl, ile beraber Diltiazem’in
plazmit tizerindeki amplifiye edici etkisi sayesinde ortadan kaldirildig: gézlendi ki, bu
bizim bulgumuzu destekler niteliktedir.

SB besi yerine agir metal olarak 10° M ZnCl, ilave edildi ve ZnCl, ile birlikte
Diltiazem ilavesi yapildi. Ayrica bu besi yerleri CaCl, igermeyecek sekilde de
hazirlandiktan sonra esit sayida bakteri ekimi yapilip tist sivilarinda a-amilaz aktivite
tayini yapilds. 10° M ZnCl, iceren besi yerindeki aktivitenin kontrole gbre hemen
hemen ihmal edilebilecek derecede inhibisyon gozlenmesi daha énceki galismalari
dogrular niteliktedir (19). Yapilan plazmit ¢alismasinda 260 ve 280 nm’deki Slgiimlere
gore 10° M ZnCl, igeren besi yerindeki plazmitlerin kontrole gore azda olsa olumsuz
bir gekilde etkilendigi ve bunun bir agwr metal olan Zn*“dan kaynaklandig1
diigtiniilmektedir. Burada dikkat ¢eken bir olgu olarak ZnCl, ilavesinin, plazmit ve a-
amilaz inhibisyonlarinda bir paralellik olabilecegi kamtlarini vermektedir. SB besi yeri
10° M ZnCl, ve Diltiazem’i birlikte iceren modifiye seklinde ise o-amilaz
aktivitesinin oldukca diisiik olmas1 Diltiazem’in, L tipi kalsiyum kanalina baglanarak
Ca®"’nin hiicre igine girigini bloke ederek (77) a-amilaz sekresyonunu engelledigini
desteklemektedir. Bu besi yerinin plazmit ¢aligmasinda ise plazmit oraninmn kontrole
yakn bir degerde olmasi agir metal ile birlikte ZnCly‘nin B. subtilis plazmiti iizerinde
olusturdugu inhibisyonun ZnCl, ve Diltiazem etkilegimi ile ortadan kaldirildigim
diistindiirmektedir ki, bu yeni bir bulgudur ve HgCl,’nin Diltiazem ile birlikte plazmit
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lizerine etkiside bulgumuzu desteklemektedir. SB siv1 besi yeri CaCl, igermeyecek
sekilde kontrol olarak hazirlandi. Bu besi yerine agir metal olarak 10° M ZnCl, ilave
edildi ve ZnCl, ile birlikte Diltiazem ilavesi yapilip esit sayida bakteri ekimi
yapildiktan sonra iist sivilarinda a-amilaz aktivite tayini yapildi. Aktivitenin her ii¢
besi yerinde de nerede ise sifira yakin bir degerde oldufu saptandi ki, bu sonug
bakterinin a-amilaz sentezi igin hiicre igine CaCly’nin alinmasi gerektigini diigiindiiren
bulgumuzu desteklemektedir. CaCl, igeren SB besi yerinde 260 ve 280 nm’deki
degerleri ile, CaCl, igermeyen besi yerlerinden elde edilen bakteri plazmitlerinin 260
ve 280 nm’deki absorbaslar1 karsilastirildiginda, CaCly’nin plazmit yapimim
engelleyen veya bakteriyi koruyucu mekanizmanin bir pargasi oldugunu diisiindiiren
bulgumuzu desteklemektedir. ZnCl, ile birlikte Diltiazem kulamlan ve CaCl,
icermeyen SB besi yerinden clde edilen plazmitlerin 260 ve 280 nm’deki
absorbanslarimn hem kendi kontroliinden ve hem de SB besi yerindeki plazmit
degerlerinden yiiksek ¢ikmasi agir metal ile birlikte Diltiazem kullanimimin plazmiti
amplifiye edici bulgumuzu desteklemektedir.

Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Fakiiltesi’nden temin
edilen B. subtilis kat1 besi yerinde iiretildi. Segilen bir koloni NB siv1 besi yerine
aktarilarak 37°C’de calkalamal bir ortamda 8 saat siire ile 6n inkiibasyondan sonra
bakteri egitlemesi ile 500’er ml’lik NB siv1 besi yerine aktarildi. Bu ortamda 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16 ve 18 saat boyunca iiretildi. Bakteri bilylimesinin zamana bagli olarak
artly gbstermesi beklenen bir sonugtur. Bu bakteri igeren besi yerleri santrifiijlendikten
sonra bu saatlerin tiimiine aktivite tayin yontemi uygulandi. Bakteriler ise membran
galigmast i¢in kullamldi. Membranda 4. saatten 12. saate kadar zaman ile artig gosteren
amilaz aktivitesine rastlandi. 12. saatten sonra aktivetede, 18. saate kadar bir diigiis
saptandi. Bakteri membranlarindaki o-amilaz varligmin incelenmesi ile membranda
aktivitenin maksimum oldugu 12. saatte hiicre iginde sentezi tamamlanan o-amilazin
membrana taginip buradan sekrete edilmesi, membran ile dis ortamdaki o-amilaz
aktivitesinin ters oranti gbstermesi, 12. saatten sonra c-amilazin membranda fazla
tutulmadigini ve dis ortama hemen sekresyonunu sezindirmektedir.

NB siv1 besi yerinde tiretilen bakterilere 170 pg/ml oraninda Ch ilavesi 10.
saate yapildiktan 2,5 saat sonra her 20 dakikada bir alinan 6rneklerde bakteri {iremesi,
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o-amilaz aktivitesi ve membrandan izole edilen a-amilaz aktivitesinin kontrole
nazaran ¢ok diistik olmasi, bakterinin yasam igin sinirli bir protein sentezledigi kanistm
uyandirmaktadir. Ch’nin hiicre i¢ine girdigi anin ilave edildikten 2.5 saat sonra oldugu
bilinmektedir (62). Ch girisinden sonra baglamamis olan protein sentezi engellenir,
baglamis olanlar ise devam eder. Senteze devam eden o-amilazlar bakteriden
sentezlenecek son ekstraseliller enzimdir. Bu saatten itibaren inhibisyonun
tamamlandif1 siire ribozom {izerinde ve membrandan ¢ikis siiresini kapsamaktadir.
Calismamizda bu stire 70-80 dakika olarak tespit edilmistir.

PH 1-13 aralifindaki enzim ¢zeltilerine kendi tampon ve substratlari ile nétral
proteaz aktivite tayini yapildi. pH 7°de nétral proteaz aktivitesi maksimum olarak
saptandi. pH 2, 7 ve 13°de enzim ¢6zeltileri hazirlanarak bu enzimlere kendi pH,
tampon ve gdzeltileri ile aktivite tayini yapildi. Daha sonra enzim ¢ozeltileri dializlendi
ve miktar esitlemesinden sonra dializ sonrasi aktiviteye bakildi. Dializ 6ncesi ve dializ
sonrast aktivite arasinda Snemli bir farkin olmayis1 bize bu enzimin prostatik grubu
olan Zn**nin (24) dializ ile enzimden uzaklastirlamadigim gosterdi. Ayrica dializ ile
tampona gegen Zn’"nin AAS ile miktarina bakildidiginda miktarin degismemis
olmasi, kofaktériin enzime siki bir sekilde bagh oldufunu gésteren bir bulgudur.
Aktivite tayin ortaminda bulunan Zn**‘nun enzim tizerine olumsuz bir etki yapmadig,
aktivite tayin ortamina 10° M ZnCl, ilavesi ile denendi. PH 2, 7 ve 13’de yapilan
aktivite tayininde pH 2 ve 13’de sifira yakin degerlerde absorbans okunmasinm Zn2*
ayrilmadig halde pH’min enzim iizerindeki olumsuz etkisi ile agiklamak miimkiindiir.
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Sekil 3 : a-Amilazin Etki Mekanizmasinda G6 Formasyonu
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4. ve 5. adimlar tekrarlanir. .

Sekil 4 : a-Amilazin Etki Mekanizmasinda G3 Formasyonu
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Sekil 5: Bakterilerde Hiicre Duvan Yapiss, (a) Gram (+), (b} Gram (-)
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Resim 1: Kalsiyum kanal blokérleriyle etkilestirilen bakterilerin @ist siv1 elektroforez bant profilleri.

Soldan saga sirasivia: Standart, Kontrol, Isopin, Diltiazem, Lacidipine, Amlocard, Nidicard.
Standart (yukaridan asagiyay: Sigir albumini (66000 Dalton), Yumurta albumini (45000 Dalton),
Gliser aldehit 3-fosfat dehidrojenaz (36000 Dalton), Karbonik anhidraz (29000 Dalton), «-
Laktalbumin (14200 Daltomn).
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Resim 2: HgCl, ile etkilestirilen bakterilerin iist siv1 elektroforez bant profilleri. Soldan saga sirasiyla:
Standart, Kontrol, 0,1 ppm HgCl,, 0,2 ppm HgCl,, 0,3 ppm HgCls, 0,4 ppm HgCls, 0,5 ppm HgCl,,
0,6 ppm HgCl,.

Standart (yukaridan agagiya): Sigir albumini (66000 Dalton), Yumurta albumini (45000 Dalton),
Gliser aldehit 3-fosfat dehidrojenaz (36000 Dalton), Karbonik anhidraz (29000 Dalton), «-
Laktalbumin (14200 Dalton).
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Resim 3: HgCl; ve Diltiazem (D.) ile etkilestirilen bakterilerin iist siv1 elektroforez bant profilleri.
Soldan saga sirasiyla: Standart, Kontrol, 0,1 ppm HgCly+D., 0,2 ppm HgCl,+D., 0,3 ppm HgCl,+D.
Standart (yukaridan agagiya): Siir albumini (66000 Dalton), Yumurta albumini (45000 Dalton),
Gliser aldehit 3-fosfat dehidrojenaz (36000 Dalton), Karbonik anhidraz (29000 Dalton), o~
Laktalbumin (14200 Dalton).
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Resim 4: SB besi yeri ve bu besi yerinden CaCl,’nin ¢ikarilmasi ve SB besi yerine Diltiazem ilavesi ile
etkilestirilen bakterilerin iist sivi elektroforez bant profilleri. Soldan saga sirasiyla: Standart, Kontrol,
SB - CaCl,, SB + Diltiazem.

Standart (yukaridan agagiya): Sigir albumini (66000 Daiton), Yumurta albumini (45000 Dalton),
Gliser aldehit 3-fosfat dehidrojenaz (36000 Dalton), Karbonik anhidraz (29000 Dalton), o-
Laktalbumin (14200 Dalton).
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Resim 5: SB besi yeri ve bu besi yerinden CaCl,’nin gikanilmasi ve SB besi yerine Diltiazem ilavesi ile
etkilestirilen bakterilerden elde edilen plazmidlerin agaroz jel bant profilleri. Soldan saga sirasiyla:

Standart (Hind 111 ile kesilmig A-faj DNA’s1), Kontrol, SB - CaCl,, SB + Diltiazem.

Resim 6: Agir metal ve Diltiazem ile etkilestirilen bakterilerden elde edilen plazmidlerin agaroz jel
bant profilleri. Soldan saga sirastyla: SB, SB + HgCl,, SB + HgCl, + D., SB - CaCl,, SB - CaCl; +
HgCl,, SB - CaCl, + HgCl, + D., Standart (Hind III ile kesilmig A-faj DNA’s1).



Resim 7: Agir metal ve Diltiazem ile etkilestirilen bakterilerden elde edilen iist stvilarin elektroforez
bant profilleri. Soldan saga sirasivia: Standart, SB, SB + ZnCl,, SB + ZnCl, + D.. SB - CaCl,. SB -
CaCl; + ZnCl,, SB - CaCl, + ZnCl, + D.

Standart (yukaridan asagiya): Sigir albumini (66000 Dalton), Yumurta albumini (45000 Dalton),
Gliser aldehit 3-fosfat dehidrojenaz (36000 Dalton), Karbonik anhidraz (29000 Dalton), o~
Laktalbumin (14200 Dalton).
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