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OZET

Bu cahismada Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den proteaz enziminin
kismi olarak saflastirllmasi ve karakterizasyonu arastirilmistir. Proteaz enzimi
iretimi %1 tripton, %1 pepton, %0,5 maya ekstrakti, %0,1 ¢oziinebilir nisasta,
%0,3 CH3COONa, % 0,05 L-sistein, %0,03 sodyum tiyoglikolat, %0,5 NaCl ve
% 1 glukoz iceren besiyerinde 37 °C’de 20 saat siiresince gerceklestirilmistir.
Proteaz enzimi, %85 amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve DEAE seliiloz anyon
degisim kromatografisiyle %6,12 verimle ham ekstrakta gore 3,67 kat
saflastirllmistir. Enzimin spesifik aktivitesi 650 U/mg’dir. Enzimin optimum pH
ve sicakligs sirasi ile 8 ve 50 °C’dir. Enzim 40 °C’de 3 saat boyunca aktivitesinin
yaklasik tamamini1 korumustur. 60 ve 70 °C’de ise ilk 15 dakikada aktivitesinin
biiyiik bir kismmi kaybetmistir. Enzimin aktivitesi Zn>*, Ca**, Co**, Mg** ve
Ni** iyonlar1 varh@mnda artis gosterirken, Cd** ve Sn** iyonlari enzimi inhibe
etmistir. AI**, Fe¥*, Na* ve Sr** iyonlar1 varhginda ise enzim aktivitesini
korumustur. Enzim kazein, jelatin, soya fasulyesi unu ve BSA gibi dogal
substratlar karsisinda en yiiksek aktiviteyi kazeine kars1 gostermistir. Enzim
etanol, matanol, DMSO, 2-propanol ve asetondan etkilenmezken n-butanol ve
hekzan varhginda aktivitesini sirasi ile %39 ve %23 oraminda kaybetmistir.
Deterjan katki maddelerinden olan Triton X-100 ve Tween 80 enzim aktivitesini

artirmistir. SDS karsisinda ise enzim aktivitesini korumustur. %2’lik ve %5’lik



H,0; varhginda enzimin aktivitesinde artis gozlenmistir. Enzim metaloproteaz
inhibitorii olan EDTA tarafindan inhibe edilmistir. PMSF varhginda ise
aktivitesinde diisiis gozlenmistir. Bu inhibisyon profili enzimin metaloproteaz

oldugunu ve aktif merkezinin yakininda serin kalintilarinin bulundugunu

gostermistir.

Bilim Kodu :201.1.020
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karakterizasyon

Sayfa Adedi : 81

Tez Yoneticisi : Prof.Dr. Elif LOGOGLU



Vi
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ABSTRACT

In this study, partially purification and characterization of protease from
Clostridium botulinum Type A ATCC 7948 was investigated. Protease
production was grown in %1 tripton, %1 peptone, %0,5 yeast extract , %0,1
soluble starch, %0,3 CH3;COONa, % 0,05 L-cysteine, %0,03 sodium
thioglycolate, %0,5 NaCl and % 1 glucose at 37 °C and 20 hour. Enzyme was
purified by %85 ammonium sulfate precipitation and DEAE cellulose anion
exchange chromatography with %6,12 yield and 3,67 fold. Specific activity was
650 U/mg. The optimum pH and temperature of protease was 8 and 50 °C,
respectively. Protease activity was maintained %100 after 3 hours at 40 °C.
Enzyme deactivated at 60 and 70 °C for 15 minute. While enzyme activity
increased in the presence of Zn**, Ca**, Co*, Mg** and Ni**, Cd** and Sn*'
inhibited enzyme. AI**, Fe™*, Na* and Sr** showed no effect on protease activity.
Protease showed highest activity towards casein among other native proteins
such as gelatin, BSA, soy bean. Enzyme maintained activity in the presence of
ethanol, methanol, DMSO, 2-propanol and acetone. But enzyme deactivated
%39 and %23 in the presence of n-butanol and hexane, respectively. While
Triton X-100 and Tween 80 increased enzyme activity, enzyme maintained
activity towards SDS. It was observed that enzyme activity increased in the
presence of %2 and %S H;0,. Enzyme was inhibited by metalloprotease

inhibitor EDTA. Also 2 and 5§ mM PMSF inhibited enzyme at the rate of %18


http://tureng.com/search/yeast%20extract
http://tureng.com/search/cysteine

vii

and %30, respectively. This inhibition profile showed that enzyme was

metalloprotease and there were serine residues near the active site.
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Key Words : Metalloprotease, Clostridium botulinum, purification,
characterization
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢aligmada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler ve Kisaltmalar

AP
Cp
Ser
His
Asp
Cys
DEAE

SDS
PAGE
KDa
Tris
BSA
BoNT

EDTA
EGTA
PMSF
TCA
DTT
TLCK
DMSO
Km, Vm

Aciklama

Amino peptidaz

Karboksi peptidaz

Serin

Histidin

Aspartik asit

Sistein

Dietilaminoetil

Unite

Sodyumdodesil siilfat
Poliakrilamit jel elektroforezi
Kilo Dalton
Trihidroksimetil aminometan
Sig1r serum albumini
Botulinum nérotoksini
Clostridium

Etilendiamin tetra asetik asit
Etilen glikol tetra asetik asit
Fenil metil siilfonil floriir
Trikloroasetik asit
Ditiyoteritol

Tosil-L-lizin klorometil keton

Dimetil sulfoksit

Michaels Menten kinetik sabitleri

XVi



1. GIRIS

Enzimler, biyolojik sistemlerin reaksiyon katalizorleridirler; biyokimyasal olaylarin
viicutta yasam ile uyumlu bir sekilde gerceklesmesini saglayan kimyasal ajanlardir.
Biyolojik katalizorler olarak da tamimlanan enzimler, besleyici molekiillerin
yikildigi, kimyasal enerjinin depolandigi ve seklinin degistirildigi, basit
prekiirsorlerden biyolojik makromolekiillerin yapildigi metabolik yollarda yiizlerce
reaksiyon basamagini katalize ederler. Enzimler, spesifik kimyasal reaksiyonlari
hizlandirirlar; substratlar1  igin  yliksek derecede spesifiteye sahiptirler; sulu

cozeltilerde ¢ok 1limli sicaklik ve pH durumlari altinda fonksiyon gdsterirler [1].

fIk enzim calismalari, sindirime iliskin enzimlerin arastirilmaya baslandig1 1760-
1825 yillar1 arasindadur. ilk kez 1825 yilinda Berzelius, nisastanin sindiriminde etkili
bitkisel enzimler lizerinde calismis, 1860 yillarinda Pasteur fermentasyon enzimleri
tizerinde alistirmalar yapmustir. 1897 yilinda ilk kez maya hiicrelerinden
fermentasyon enzimlerini elde eden Buchner, hi¢bir canli hiicrenin olmadig1 ortamda
maya hiicresi Oziitliniin sekerleri mayaladigini gostermistir. Soya fasulyesi 6ziitiinden
saf ve Kkristalize {lireaz elde edilmesi ise 1930 yilinda Northop tarafindan
gerceklestirilmistir. Saf enzimlerin elde edildigi bu 6nemli gelismeler sonunda

enzimlerin yapisi ve 6zelliklerine iligkin ayrintili bilgiler elde edilmistir [2].

Enzimler, ileri derecede organize olmus protein molekiilleridir. Hayat canli hiicre
icinde zircirleme devam eden biyokimyasal reaksiyonlar dizisi sonunda ya hiicreye
gerekli olan makromolekiillerin inga edildigi ya da biiylik molekiillerin parcalanarak
enerji agiga c¢ikarildig: bir siiregtir [3]. Enzimlerin ise bu silirecte amino asit, lipit ve
karbonhidrat sentezi ve bunlarin yikim reaksiyonlarindan, ndronlar araciliiya
uyarilarin iletimi, kontrollii hiicre 6liimii ve doku farklilasmasi, DNA’ nin tamiri ve
sentezi, kan pihtilagsmasi, proteinlerin membranlar arasinda alinmasi  ve

verilmesine kadar dnemli gorevleri vardir.



Enzimler, canli hiicrelerin fonksiyon ve oOzelliklerini diizenlemenin yanisira
endistriyel 06l¢ekli bircok reaksiyonlarda da genis bir alanda faaliyet gosterir.
Enzimler ekmek, peynir, bebek gidalarinin iiretimimde, temizlik malzemelerinde,
tipta teshis ve tedavi siirecinde, kimya, kagit, fotograf, biyoyakit endiistrisinde,
ziraatte, kontakt lens temizleyicilerinden biyolojik savasta kullanima kadar birgok
alanda kullanilmaktadir. Enzimlerin bu kadar fazla alanda kullanilmalarinin
sebepleri; in vitro sartlarda aktif olmasi, maliyet bakimindan ucuz olmasi ve enzimin

alerjik ya da toksik etkiye sahip olmamasidir [4].

Endiistriyel uygulamasi olan ticari enzimlerin en 6nemli ve en biiyiik smnifini
proteolitik enzimler olusturmaktadirlar. Diinya enzim pazarinin % 60’1nda proteinleri
pargalayan proteolitik enzimler yer almaktadir. Proteazlar, camasir deterjanlari, deri,
et, siit, ilag, bira, fotograf, organik sentezlerde ve atiklarin muamelesinde

kullanilmaktadir [7].

Bu calismada, Clostridium botulinum Tip A’ dan proteaz enzimi kismi olarak
saflagtirllmis ve karakterizasyon calismalari kapsaminda optimum sicaklik ve pH,
sicaklik ve pH kararliligi, enzime metal iyonlarnin, dogal substratlarin, organik
coziiciilerin, deterjan ylizey aktif maddelerin, ylikseltgenlerin ve amino asit

inhibitorlerinin etkisi incelenmistir.



2. GENEL BOLUM

2.1. Kuramsal Temeller
2.1.1. Proteazlar

Proteazlar, proteinlerin yapisindaki peptid baglarinin hidrolitik par¢alanmasini
katalize eden enzimlerdir. Peptid baglarinin H,O’nun varliginda proteazlar tarafindan
hidrolizi proteoliz olarak adlandirilir. Proteolizin iirlinleri peptid fragmentleri,

proteinler ve serbest amino asitlerdir [5] (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. Proteolizin sematik olarak gdsterimi

Proteazlar Uluslararas1 Biyokimya Birligi’nin Enzim Komisyonu tarafindan,
“proteazlar” ve “peptidazlar” olarak iki gruba ayrilmistir. Proteazlar, protein
molekiiliindeki i¢ peptid baglarina, peptidazlar ise peptid zincirinin amino veya
karboksil uclarina etki etmekte ve buna gore de aminopeptidaz veya

karboksipeptidaz adin1 almaktadir [6].



Proteazlar uzun amino asit dizilerini fragmentlere ayirarak biitiin proteinlerin
sentezinde, biiylikliiklerinin  kontroliinde, kompozisyonlarinda, sekillerinde,
dongiilerinde ve son yikilimlari i¢in gerekli olan fizyolojik siiregte rol oynarlar [7].
Proteinlerin doniisiimiinii sentezini ve aktivasyonunu kontrol ederek bir¢ok fizyolojik
stiregleri diizenleyen proteazlar gebelikte, dogumda, gelismede, olgunlasmada ve
hatta biitlin organizmalarin Oliimiinde Onemli diizenleyici roller oynar [8].
Proteazlarin canlilarin yagsamlari boyunca diizenleyici rollere sahip olmasindan
dolay1 kanser ve AIDS gibi o6ldiirlicii hastaliklara karsi gelisen terapotik ajanlar igin

potansiyel bir hedef olmustur [9].

Proteazlar, proteinazlar veya peptidazlar organizmada sentezlenen proteinlerin
kompozisyonunun, biiyiikliigiiniin, bi¢iminin ve dongiisiiniin kontroliinde esansiyel
olan enzimlerdir. Bu enzimler kanin pihtilagsmasi, kontrollii hiicre 6limi ve doku
farklilagsmasi gibi yasam i¢in onemli biyolojik siire¢lerde rol oynar [10]. Bu
fonksiyonlarmin  bir sonucu olarak proteazlar DNA replikasyonu ve
transkripsiyonunu, hiicre ¢ogalmasi ve farklilagsmasini, doku morfojenezini ve
yeniden yapilanmasini, anjiyogenezi, norojenezi, oviilasyonu, dollenmeyi, yara
tyilesmesini, kok hiicre mobilizasyonunu, i¢ dengeyi, kan pihtilagmasini,

inflammasyonu, bagisikligi, otofajiyi, ihtiyarliligi, kangren ve apoptozisi etkiler [11].

Proteazlar sadece metabolik siireglerde rol oynamazlar, ayrica endiistride de yaygin
kullanim alanlarina sahiptirler. Bugiin proteazlar deterjan, yiyecek, farmasatik, deri,
atik yonetimi, fotograf gibi g¢esitli endiistriyel sektorlerindeki toplam enzim

satiglarinin yaklasik olarak % 60’ 11 olusturur [12].

2.1.2. Proteazlarin siniflandirilmasi

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi - Numaralandirma Komitesine
gore proteazlar simif 3 iin (hidrolazlar) alt smif 4’e aittirler. Fakat yapilarinin ve
islevlerinin c¢esitliliginden dolay1 genel bir enzim smiflandirilmasina uymamaktadir.

Bu yiizden proteazlar 3 ana kriterle siniflandirilmaktadir.



1. katalizledikleri reaksiyon tipi
ii. katalitik bolgenin kimyasal yapisi
iii. yapilariyla ilgili evrimsel iligki [9].

Cizelge 2.1. Proteazlarin siniflandirilmasi

1. Katalitik Bolgedeki Islevlerine Gore
1.1 Ekzopeptidazlar

1.1.1 Aminopeptidazlar

1.1.2 Karboksipeptidazlar
1.1.2.1 Serin tipi
1.1.2.2  Sistein tipi
1.1.2.3 Metallo tipi

1.2 Endopeptidazlar
1.2.1 Serin proteazlar

1.2.2 Sistein proteazlar
1.2.3 Aspartil proteazlar
1.2.3 Metalo proteazlar
2. Aktif Bolgedeki Fonksiyonel Gruplara Gore
2.1 Serin proteazlar
2.2 Sistein proteazlar
2.3 Aspartil proteazlar
2.4 Metalo proteazlar
3. Kaynagina Gore
3.1 Bitkisel proteazlar

3.2 Hayvansal proteazlar

3.3 Mikrobiyal proteazlar

Katalitik bolgedeki islevlerine gore proteazlar

Proteazlar etki gosterdikleri yere gore endopeptidazlar ve ekzopeptidazlar olmak
tizere iki ana gruba ayrilmaktadir. Ekzopeptidazlar, substratin amino yada karboksil
ucuna yakin peptid baglarini ayirirlar. Endopeptidazlar ise peptid zincirinin N- ve C-

uclar1 disinda zincirin i¢ bolgelerindeki peptid baglarina etki ederler.



Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar substratin C ya da N ucundan amino asit hidrolizini katalizlerler.
Ekzopeptidazlar amino ucundan ya da karbonil ucundan katalizleyen tiirlerine gore

alt siniflara ayrilirlar.

Aminopeptidazlar, polipeptid zincirinin ucundaki serbest N terminalinde
islevseldirler [9]. Aminopeptidazlar (AP) amino wucundaki ilk iki kalintiyr
katalizleyen enzimler dipeptidil peptidaz, ii¢ kalintty1 katalizleyen enzimler
tripeptidil peptidaz olarak siniflandirilmistir. Aminopeptidazlar hayvansal, bitkisel
ya da mikroorganizma kaynakli olabilirler. Bulunduklar1 kaynaklarda sindirim,
protein baglanmasi, sinyal iletimi, peptid hormonlarinin regiilasyonu gibi fizyolojik
ve patofizyolojik islevlere sahiptirler. AP’lerin biiyiik cogunlugunun optimum pH’s1
notral pH olup, optimal sicakliklart 37-50 °C civarinda degismektedir. Bazi AP’ler
100 kD’dan daha biiyiik molekiil agirliklarina sahiptirler. [13].

Karboksipeptidazlar ~ polipeptid  zincirinin ~ karboksil ~ ucunda  etkilidir.
Karboksipeptidazlar (CP) kendi aralarinda serin tip, metaloproteaz, sistein tip,
dipeptidil ~ dipeptidaz  ve dipeptidaz  olarak alt smiflara  ayrilmistir.
Karboksipeptidazlar karboksil ugtaki son peptid bagini hidrolize ederler. Dipeptidil
karboksipeptidazlar ise karboksi ugta bulunan son peptid bagindan bir dénceki peptid
bagini hidroliz ederler [14].

Aminopeptidazlar ve karboksipeptidazlarin yani sira tanimlanmis iki ekzopeptidaz
ailesi bulunmaktadir. Bunlar dipeptitleri hidrolizleyen dipeptidazlar ve prostetik
gruba bagli aminoasitlerin karboksil veya amino uclarindaki peptit baglarinin

hidrolizini katalize eden omegapeptidazlardir [15].



Endopeptidazlar

Endopeptidazlar N ve C uglarindan uzak polipeptid zincirinin daha i¢ bolgelerinin
peptid baglarindaki islevleriyle karakterize edilir. Serbest amino veya karboksil
gruplarinin varliginin enzim aktivitesi tizerinde negatif etkisi vardir. Endopeptidazlar
katalitik mekanizmalarina gore serin proteaz, aspartik proteaz, sistein proteaz,

metalloproteaz olmak iizere 4 gruba ayrilmistir [9].

Cizelge 2.2. Proteazlarin hidrolizleme bigimlerine gore siniflandirilmalar: [16].

Proteaz EC No
Ekzopeptidazlar
Aminopeptidazlar 3.4.11
Dipeptidil peptidazlar 34.14
Tripeptidil peptidazlar 34.14
Karboksipeptidazlar
Serin tip proteaz 34.16
Metaloproteaz 3.4.17
Sistein tip proteaz 3.4.18
Dipeptidil dipeptidaz 34.15
Dipeptidaz 3.4.13
Omegapeptidaz
Endopeptidazlar
Serin proteaz 3.4.21
Sistein proteaz 3422
Aspartik proteaz 3.4.23
Metaloproteaz 3.4.24




Serin Proteazlar (3.4.21)

Serin proteaz aktif merkezlerindeki serin grubunun varligiyla karakterize edilir.
Organizmalar i¢in gerekli oldugundan dolayr oOkaryotlar, bakteri ve virlislerde
bulunur. Yapisal benzerlik a¢isindan proteazlar 20 familya i¢inde gruplanir ve ortak
atalariyla 6 klana ayrilir. Kimotripsin (SA), subtilisin (SB), karboksipeptidaz C (SC)
ve Escherichia D-Ala—D-Ala peptidaz A (SE) klanlarinin bireyleri arasinda akrabalik
iliskisi yoktur. Bu da serin proteazlarin en az 4 ayr1 evrimsel kdkeni oldugunu
gosterir. Klan SA, SB ve SC serin (niikleofil), aspartat (elektrofil) ve histidin (baz)
aminoasitlerini (katalitik triad) iceren reaksiyon mekanizmalar1 vardir. Bu bolgelerin
geometrik oryantasyonlar1 benzer olmasina ragmen proteindeki katlanmalar farklidir.
Bu farklilikta bu ii¢ klani birbirinden ayirmaktadir. SE ve SF klanlarinin Ser-His-Asp
triadlar1 olmamasindan dolay:1 katalitik mekanizmalart SA, SB ve SC’ninkinden

farklidir [17].
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Resim 2.1. Kimotripsinin katalitik triadi [18].

Serin proteazlar (EC 3.4.21), substrat tercihlerine gore 3 grupta toplanir. Tripsin
benzeri serin proteazlar, pozitif yiikkli amino asitten sonraki peptid bagini
hidrolizlerler. Kimotripsin benzeri serin proteazlar, biiylik hidrofobik aminoasitten
sonraki peptid bagmi hidrolizlerler. Elastaz benzeri serin proteazlar ise kiiciik

hidrofobik aminoasitten sonraki peptid bagini hidrolizlemektedirler [9].



R(n) R(n+2)
18 et fo«
N ucu —_ ~_- TN N—_ o~
/Ca qu/"_i ICIT"" c ;I\j/}'_i Cucu
H O | H
R(n-1 R(n+1)

Kesilir bag
Enzimler siral spesifik hidroliz yapar

Spesifite ceketi I 6 7
Gly 226 Gly 226

Ser 180 Asy 189

Kimotripsin Tripsin Elastaz
Serin proteaz Kimotripsin Tripsin Elastaz
Pozisyon Ry 1 hacimli, yiikli + yiikli kiiciik, yiiksiiz

Sekil 2.2. Serin proteazlarin (tripsin, kimotripsin ve elastaz) spesifisiteleri [19].

Kimotripsin benzeri proteazlar 240’1n iizerinde bilinen proteaz sayisi ile dogada en
fazla miktarda bulunan serin proteaz smifini olusturmaktadir. Kimotripsin ailesine
liye olan proteazlar (tripsin, kimotripsin ve elastaz); her biri alti antiparalel B-
zincirinden olugsmus biribirine dikey iki B-plakasindan ve C-terminal o-heliks
yapisindan olusmustur. Katalitik bolge ve substrat baglama bolgeleri ile enzim

substrat etkilesimleri B -plakalar1 arasinda yer almaktadir [20].
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Sekil 2.3. Kimotripsinin katalitik etki mekanizmas1 [21].

Serin proteazlar fenil metil siilfonil floriir (PMSF), di-izopropil floro fosfat (DFP),
tosil-L-lizin klorometil keton (TLCK), 3.,4- dikloroizokumarin (3,4-DCI) gibi
inhibitorler tarafindan doniisiimsiiz olarak inhibisyona ugratilmasiyla taninir. Serin
proteazlarinin bazilar1 aktif merkezlerinin yakininda sistein kalintilar1 oldugu i¢in p-

kloromerkiiribenzoat (PCMB) gibi tiol reaktifleriyle de inhibe olur [9].



11

| o Ser-OH
_N Cl ——
peptidil
1
WO Hoo
.’N T Cl /N
peptidl | 5 peptidil o
R |Ser R Ser

His

His
H o =X Hoo =
fil : N\yN /Nw)j\/N\fN
peptidl Y 3 i |
5

Sekil 2.4. Serin proteazin peptidil klorometil ketonla inhibisyon mekanizmasi [22].

Serin proteazlar genelde nétral ve alkali pH’larda aktiftirler. Optimum pH aralig1 7-
11 arasidir. Esterolitik ve amidaz aktivitelerini iceren genig substrat spesifitesi
mevcuttur. Molekiil agiriklar1 18 ve 35 kDa arasinda degisir. 1zoelektrik noktalar

genelde 4- 6 arasindadir [9].

Serin alkalen proteazlar bakteriler, mayalar, kiifler ve mantarlar tarafindan tretilirler.
Serin alkalen proteazlar DFP veya patates proteaz inhibitoriiyle inhibe edilmelerine
ragmen, tosil-L-lizin klorometil keton (TLCK) tarafindan inhibe olmazlar. Alkalin
proteazlarin optimum pH’lar1 10 ve izoelektrik noktalarinin da pH’1 9 civarindadar.

Molekiil kiitleleri ise 15-30 kDa arasindadir.
Sistein Proteaz (E.C 3.4.22)
Okaryot ve prokaryotlarda bulunan sistein proteazlar 20 alt smifina sahiptir. Sistein

proteazlarin aktiviteleri histidin ve sistein iceren katalitik triada baghdir. Sistein ve

histidin kalintilarinin siras1 ( Cys-His veya His-Cys) familyalar arasinda farklilik
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gosterir [23]. Genelde sistein proteazlar HCN veya sistein gibi indirgeyici ajanlarin
varliginda aktiftir. Yan zincirleri temel alinarak 4 gruba ayrilirlar. (i) papain benzeri,
(i1) tripsin benzeri, (iii) glutamik asite 6zgli olanlar, (iv) digerleri. Papain sistein

proteazlarin en bilinenidir.

Papain ailesine ait sistein proteazlarin aktif bolgesi V-seklinde olup, katalitik diadini
Cys ve His kalintilar1 olusturmaktadir. Katalitik islevin ilk basamagi serbest enzimin
substrata nonkovalent baglanmasimma ve enzim-substrat kompleksi olusturmasina
dayanir. Enzimin agilasyonu ile enzimden ilk iiriin RiINH, ayrilir. Bir sonra ki
basamakta agil enzim H,O ile reaksiyona girer ve serbest enzim olusur. Serbest

enziminde rejenarasyonu geceklesir [9]. Papainin katalitik mekanizmasi Sekil 2.5°te

gosterilmistir.
His
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Sekil 2.5. Papainin katalitik mekanizmas1 [24].

Sistein proteazlar noétral pH’da optimumdur. PCMB gibi siilfidril ajanlarina karsi

hassastirlar, fakat DFP ve metal-selat ajanlarindan etkilenmezler [9]. Papain benzeri
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birgok sistein proteazlar molekiil agiligi 20-35 kDa olan bagil olarak kiiclik

proteinlerdir.

Aspartil proteazlar (3.4.23)

Genelde asidik proteazlar olarak bilinen aspartil proteazlar katalitik aktiviteleri igin
aspartik asit kalintilarima bagli olan endopeptidazlardir. Bitki, bitki viriisleri ve
retroviriislerde bulunurlar. Asidik proteazlarin dogada bulunabilirligi serin
proteazlardan daha azdir. Asidik proteazlar 3 gruba ayrilirlar. Bunlar pepsin (Al) ,
retropepsin (A2), pararetroviriislerden (A3) elde edilen enzimlerdir. A1 ve A2 nin
birbirleriyle yakin ilgisi vardir fakat A3 bunlardan farklidir. Aspartik asitler
maksimum aktiviteyi pH 3-4 izoelektrik noktay1 ise 3 ile 4,5 civarinda gdsterir.
Molekiil kiitleleri 35-40 arasidir. Aspartik proteazlar pepsatin tarafindan inhibe
edilirler. Ayrica; bakir iyonlart varliginda diazoasetil-DL-norlosin metil ester
(DAN) ve 1,2 epeoksi-3-(p-nitrofenoksi) propan (EPNP) gibi diazoketon
bilesiklerine karsi da hassastirlar [9]. Aspartil proteazlarin proteinleri hidrolizleme
mekanizmasi i¢in genel asit-baz mekanizmasi Onerilmistir. Bu mekanizmada su;

reaksiyona direk katilmaktadir. Mekanizma Sekil 2,6’da gosterilmistir.



14

R . o
Loy R NT _R ?) w
H H s ' ).L R7‘\T - ('QN//R
5l — A o
/C\g &. O/C\ o"" - ('O - Qo O‘.,.- o
I oo [ He o I I

R (o 5
R
H
H\/R Y INT N/H
N o / , R P S ,\R
"H/ \H"-.o S~ /H H < —_— .,H/\j H.
o [} o o” "o
Lo omst ., % oo |
=
—N8RBS T LG 808 C

Sekil 2.6. Aspartil proteazlarin genel mekanizmasi [25].

HIV-1 proteaz1 X 1s1n1 kristalografi ile arastirilmis ve aspartik proteaz oldugu tespit
edilmistir. HIV-1 proteazi 99 aminoasitten olugmus alt gruplu bir homodimerdir.
Aktif merkezde o6zdes alt birimler mevcuttur ve Asp-Thr-Gly (Asp25, Thr26 ve
Gly27) dizileri vardir. Enzimin aktif bolgesi iki alt birimin de yiizeyinde olup aktif
bolge amino asit kalintilarindan biri olan Asp2s’in bir alt biriminde eslenigi olan

diger Asp2s’ in de diger alt biriminde yer aldig1 gézlenmistir.

Resim 2.2. HIV-1 proteazinin ii¢ boyutlu konformasyonel yapisi [26].
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Metallo proteazlar (3.4.24)

Metallo proteazlar Kkatalitik tiir yoniinden proteazlarin en farklisidir. Diger
proteazlardan protein dizilimleri ve yapilariyla ayrilmalarinin yani sira aktiviteleri
icin ¢inko iyonuna gereksinim duymalariyla karakterize edilirler. Baz1 durumlarda,
cinko; kobalt veya nikel gibi metallerle aktivitesini kaybetmeden yer degistirebilir
[27].

Metallopeptidazlarda ¢inko metal iyonu su molekiiliinii yerinde tutar ve yiikli
aminoasit yan zincirleri metal iyonunun ligantlar1 olarak ig goriir. His, Glu, Asp ya
da Cys kalintilar1 ile olusturulan kombinasyon aktif ¢inko bdlgesinde ii¢ catall
(trident) bir yap1 olusturur ve aktif su molekiilii koordinasyon kiiresini doldurarak

tamamlar [28].

Metallo proteazlar yliksek organizmalarda kollogenaz, yilan zehirindeki hemorhagic
toksin ve bakterilerde termolizin gibi proteazlar olarak canlilar arasinda genis

yayilim gostermektedirler.

Metallo proteazlarin yaklagik 30 familyas1 taninmistir. Bunlardan 17 si endopeptidaz,
12 si ekzopeptidaz ve 1’1 hem endo hem de ekzopeptidazdir. Metallo proteazin
familyalar1 metal bagli bolgede ki amino asitin dogas1 temel alinarak farkli klanlara
gruplandirilmigtir. Ornegin klan MA’nin HEXXH-E ve klan MB’nin HEXXH-H

dizileri mevcuttur.

Etki spesifitelerine gore metallo proteazlar 4 gruba ayrilir. (1) nétral, (i1) alkalin, (ii1)
Myxobacter 1, (iv) Myxobacter 11. Notral proteazlar sadece hidrofobik amino asitlere
spesifiklik gosterirken alkalen proteazlarin ¢ok genis spesifiteleri vardir. Myxobacter
I in kiicik amino asit kalintilarina spesifikligi s6z konusuyken diger yandan
Myxobacter 1I'nin peptid bagindaki lisin kalintilarina  spesifikligi  vardir.
Metaloproteazlar etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) veya 1,10 fenantrolin gibi
selat yapici ajanlar ile muamele edildiklerinde metal iyonlarinin taginmasi dolayisiyla

kolayca inaktive olurlar. Notral metaloproteaz olan termolizin B. stearothermophilus
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tarafindan iiretilmistir. Tek zincirli bir peptitdir ve molekiil kiitlesi 34 kDa’dur. ki
katli protein loblarinin arasinda Zn atomu gomiiliidiir ve Ca atomlar1 proteinin
termositabilitesini saglar. Termolizin ¢ok kararli bir proteazdir ve 80 °C de yarmm
saat kalabilirler [9]. Termolizin bakteriler tarafindan besin i¢in egzojen proteinlerin

yikilmasinda kullanilir [29].

Resim 2.3. Termolizinin genel yapisi ( sart: Zn>" iyonlari, yesil Ca** iyonlar ) [30].

Metallo proteazin katalitik etki mekanizmasi diger proteazlardan farklilik gosterir.
Aktivite gostermeleri i¢in aktif bolgesinde metal iyonlarina ihtiyag duyarlar.

Termolizinin reaksiyon mekanizmasi Sekil 2.7°de gosterilmistir.
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Sekil 2.7. Termolizinin reaksiyon mekanizmast [31].

Kaynagina Gore Proteazlar

Proteazlar biyolojik kaynaklarin her bir par¢asina dagilmistir. Canli organizmalarda
farkli fizyolojik fonksiyonlar1 yerine getiren proteazlar bitki, hayvan ve
mikroorganizmalar gibi kaynaklardan elde edilirler [32]. Proteazlar en ¢ok bitkilerde

bulunur. Bitkileri bakteriler, mantarlar, hayvanlar, algler ve viriisler takip eder [33].

Bitkisel kaynakl proteazlar

Enzimin saf elde edilmesi farkli proteinaz ve peptidaz izozimlerinin varligindan
dolayr genis spesifiklik gosterir. Enzimin performanst bitki kaynagima, bitkinin
yetistigi iklim kosullarina, ekstraksiyona ve saflagtirmada kullanilan metodlara

baghidir . Ornegin bitki saglikliysa elde edilen enzim de o kadar aktiftir.
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Bitki proteazlari bitkinin hemen hemen her yerinde bulunmaktadir; kok, govde,
yaprak, cicek, meyve, tohum, regine ve lateks. Bitkilerde genelde sistein ve serin
endoproteazlar1 olur. Aspartik proteaz ve aminopeptidaz ise nadiren bulunmaktadir

[33].

Carica papaya lateksleri proteolitik enzim bakimindan zengindir. Carica papaya 'dan
elde edilen enzimin ticari ismi papaindir. Papain batinin subtropikal bdlgelerinde,
Orta Afrika ve Asya’da (Tanzanya, Uganda, Tayland ve Hindistan) yetisen

olgunlagmamis papaya meyvelerinden ekstrakte edilir.

Papain pH 5-9 arasinda aktiftir ve 80 °C-90 °C’ye kadar kararh kalabilir. Ug tane
distilfit koprisii ile stabilize olmus 212 adet amino asitten olusmustur. Katalitik
triadin1 sistein 25, histidin 159, asparajin 158 olusturmaktadir. Molekiil agilig1 23
kDa’dur. Papain endiistride etin yumusatilmasinda kullanilir. Ayrica farmasotik,

deterjan, yiyecek sektorlerinde de kullanimi mevcuttur.

Resim 2.4. Papain enziminin {i¢ boyutlu yapisinin gosterimi [34].
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Bromelain ananasin 6zsuyundan ve kokiinden elde edilen proteolitik enzimdir.
Bromelain de papain gibi etin yumusatilmasinda kullanilir. Modern terapide anti-
inflamatuar, anti-trombotik ve fibrinolitik aktivite gosterir [35]. Sistein proteaz
olarak da karakterize edilir ve pH 5-9 arasinda aktiftir. Inaktive oldugu sicaklik 70
°C’ dir [9].

Killarin  yikilimimi saglayan keratinaz bitkilerin  {irettigi proteolitik enzim
gruplarindan birisidir. Kil ve tiiyiin pagalanmasi lizin gibi aminoasitlerin iiretimi ve

atik su sistemlerinin 6nlenmesi i¢in 6onemlidir [9].

Hayvansal kaynakli proteazlar

Hayvansal kaynakli proteazlarin en yaygin olanlar1 ve en bilinenleri pankreatik
tripsin, kimotripsin, pepsin ve rennindir . Bu enzimler cok miktarda ve saf bir sekilde

tiretilir. Uretimleri kesilecek hayvanlarin kullanilabilirligine baghdir [29].

Tripsin ii¢ temel sindirim enzimlerinden biridir. Sindirim siirecinde, tripsin besin
proteinleri molekiillerini peptid ve aminoasitlerine parcalamak i¢in diger enzimlerle
islev goriir. Tripsin midede baslayan sindirim islevine kismen alkalin olan (pH 8)
ince bagirsakta devam eder. Tripsin sadece arginin ve lizin tarafindan karboksil

gruplariyla sarilan protein molekiillerindeki peptid baglarina kars1 aktiftir [32].

Tripsinin islevi sirasinda {retilen protein hidrolizatlarinin tadi act oldugundan gida
endiistrisinde uygulamalar1 kisithdir. Tripsin bakteriyal ortamin hazirlanmasinda ve

baz1 6zel medikal uygulamalarda kullanilir [5].
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Resim 2.5. Tripsin enziminin {i¢ boyutlu yapisinin gosterimi [37].

Kimotripsin memelilerin bagirsaklarinda aktif olan proteolitik bir enzimdir.
Karboksil gruplarindaki peptid baglarinin hidrolizinin katalizlenmesi 3 aromatik
amino asidin biriyle (fenilalanin, tirozin ve triptofan) saglanir. Saf kimotripsin pahali

bir enzimdir ve analitik uygulamalar i¢in kullanilir [38].

Pepsin hemen hemen tiim omurgalilarin midesinde bulunan asidik bir enzimdir.
Pepsin bir aspartik proteazdir ve insan bagisiklik yetersizligi virtisi HIV-1 in
olgunlasmasindan sorumludur. Optimum pH st 1-2 civarindadir. Enzim iki

hidrofobik aminoasit arasindaki peptid baglarinin hidrolizini katalizler [9,34].

Rennet inaktif sekilde iiretilen pepsin benzeri proteazdir. Rennet pepsinin isleviyle

veya otokataliziyle aktif rennine doniisiir. Genelde siit endiistrisinde kullanilir [9].
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Mikrobiyal kaynakli proteaziar

Suan ki diinya enzim gereksinimlerini karsilamak icin bitkisel ve hayvansal
proteazlarin yetersizligi mikrobiyal proteazlarda ilginin artigina neden oldu. Bitkisel
ve hayvansal kaynakli proteaz eldesinde karsilasilan uygun iklim kosullarinin
saglanmast ve iilkelerin hayvancilik ile ilgili politikalarina bagimliligi gibi
dezavantajlar da ilginin mikrobiyal kaynakli proteazlara kaymasina bir sebeptir.
Mikroorganizma kaynakli proteazlar biyoteknolojik uygulamalar igin istenilen
ozelliklere sahip oldugundan dolay1 bitkisel ve hayvansal kaynakli proteazlara tercih
edilirler. Mikroorganizmalar diinyada ticari proteaz iiretiminin yaklagik {icte ikisini

olusturur [33,39].

Mikroorganizmalar proteazlari hiicre i¢i ve/veya hiicre dis1 olarak {iretebilmektedir.
Hiicre ici proteazlar sporlanma ve farklilasma, enzimler ve hormonlarin olgunlagmasi
gibi ¢esiti hiicresel ve metabolik siirecler icin Onemlidir. Hiicre dis1 proteazlar
hidrolitik iiriinlerden yararlanmak ve hiicre gevresindeki proteinlerin hidrolizi i¢in
onemlidir. Ayn1 zamanda ¢esitli endiistriyel islemlerde protein yikimina yardimeci

olmasi acisindan da 6nemlidir [39].

Mikrobiyal proteazlar; bakteriyel, fungal ve viral proteazlar olarak {i¢ grupta

incelenebilirler.

Bakteri kaynakli proteazlar, biiyliikk polipeptidlerin daha kiiciik peptidlere ve
aminoasitlere hidrolizine yardimci olurlar. Bdylelikle onlarin hiicre tarafindan
absorpsiyonunu kolaylastirirlar. Hiicre dist enzimler, onlarin depolimerlesme
aktivitesinden dolay1 beslenmede biiyiik bir rol oynar. Hiicre i¢i proteazlar hiicrede

uygun protein doniislimii yapmaya katkistyla bilinirler [40].

Notral ve alkalin olan ¢ogu ticari proteazlar Bacillus cinsi mikroorganizmalardan
tiretilmektedir. Bakteriyal ndtral proteazlar pH 5-8 araliginda aktiftir ve 1siya
toleranslar1 diisiiktiir. Notral proteazlar diyet proteinlerinin hidrolizinde hayvansal

proteazlarin yaptiklarindan daha az acilik olusturduklarindan gida endiistrisinde



22

degerlidir. Isiya toleranslarinin diigsiik olmasi yiyecek hidrolizatlarinin iiretimi
stiresince aktivitelerini kontrol etmeleri i¢in bir avantajdir. Notral proteazlarin birkagi
metaloproteaza aittir ve aktiviteleri i¢in divalent metal iyonuna gereksinim duyar.

Digerleri de selat ajanlarindan etkilenmeyen serin proteazlardir.

Bakteriyal alkalin proteazlar genis substrat spesifitesi ve alkalin pH’da yiiksek
aktivitesiyle karakterize edilirler. Optimum sicakliklar1 60 °C civarindadir.
Bakteriyal alkalin proteazlarin bu Ozellikleri onlar1 deterjan endiistrisinde

kullanimlari i¢in uygun kilar [32].

Mantarlar, bakterilere gore daha genis gesitte enzim {iretirler. Ornegin Aspergillus
oryzae asidik, notral ve alkalin proteaz iiretebilmektedir. Fungal proeazlar pH 4’ten
11’e kadar genis bir aralikta aktiftir. Fakat bakteriyal enzimlere nazaran 1siya karsi

toleranslar diisliktiir ve reaksiyon hizlar1 daha yavastir.

Viral proteazlar AIDS ve kanser gibi 6liimciil hastaliklara sebep olan viriislerin
proteinlerinin islenmesinde fonksiyonel tutulumlarindan dolay1 6nem kazanmislardir.
Serin, aspartik ve sistein proteazlar ¢esitli viriislerde bulunurlar. Viriislerin kodladigi
peptidazlarin hepsi endopeptidazdir. Bunlarin hi¢biri metallopeptidaz degildir. Viral
proteazlar, viral replikasyon ile birlesimi koordine etmek ve diizenlemek igin
optimize edilmislerdir. Yapilan aragtirmalarda en énemli nokta viral proteazlarin {i¢

boyutlu yapisi ve sentetik inhibitorler ile etkilesimidir [9].
2.1.3. Proteazlarim Endiistride Kullanim Alanlar

Proteazlar hem endiistride hem akademide en 6nemli enzim gruplarindan birisini
olusturur. Proteazlarin yillik satiglar1 toplam diinya enzim pazarinin % 60’1
olusturur [41]. Hayvan ve mantar proteazlariyla karsilastirildiginda bakteriyal
proteazlarin yiiksek iiretim kapasitesi ve katalitik aktivitesinden dolayr gida, deri,
deterjan vb endiistrilerde daha ¢ok ticari uygulamalar1 mevcuttur. Yiiksek sicaklikta
ve farkli pH degerlerinde yiiksek aktiviteli proteazlarin ilag, tedavi, kontakt-lens

temizleme ajani, deri, aminoasit {iiretimi, deterjan sektoriinde yeni uygulamari
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mevcuttur [39]. Ek olarak proteazlarin fonksiyonlart ve termal stabilitesi protein
miithendisliginde farkli sektorlerde kullanimint anlamak i¢in arastirilmas: gereken en

6nemli konudur [42].

%10 Farmasotik
%2 Lipazlar ¢

%10 Diger .
karbohidrazlar/

Alkali proteazlar
%25

%18 Amilazlar
%22 Diger proteazlar

%10 Renninler %?3 Tripsin

Sekil 2.8. Enzimlerin endiistride kullanim yiizdeleri [43].

Deterjan endiistrisi

Proteazlar giinlik yasamda bir¢ok alanda kullanilan deterjanlarin bilesenlerinden
birisidir. Deterjanlarda proteazin kullanimi diinya c¢apindaki toplam enzim

satiglarinin %25’ini olusturur.

Ideal deterjan proteazlar1 yiyecek, kan, ¢im gibi lekelerin biiyiik bir kisminin
uzaklasmasi icin genis substrat spesifitesine sahip olmasi gerekir. Iyi bir deterjan
enzimi oksitleme ajan1 ve agarticilarla beraber stabilitesini koruyabilmelidir. Bir
deterjandaki proteazin en iyi performansinin anahtar parametresi onun pl’sidir.
Enzimin pI’ s1 deterjan ¢ozeltisinin pH’s1yla ortiigtiigli takdirde enzimin bu uygulama

i¢cin uygun oldugu bilinir [33].
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Camasir deterjanlarinda kullanilan enzimlerin yiliksek verime sahip olmasi icin, 1
saat boyunca 95 “C’ye ulasan sicakliklarda pH 9-11 arasinda aktivitesini korumasi,
beyazlatict1 ve yiizey temizleyicilerin varliginda kararli olmasi ve de deterjan
icerisinde en az 1 sene aktivitesini kaybetmemesi gerekmektedir. Son yillarda
deterjanlarda kullanilan biitiin proteazlar, Bacillus tiirleri tarafindan iiretilen serin ve

alkalen proteazlardir [40].

Deri endustrisi

Deri isleme siirecinde ortaya g¢ikan g¢evresel kirlilik Cin ve Hindistan gibi deri
ithracatlar1 yapan iilkelerde endiistriyel problem olmustur. Kalsiyum oksit, sodyum
stilfiir gibi tehlikeli kimyasallar deri isleme esnasinda ortaya g¢ikar. Bu ylizden bu
tehlikeleri gidermek icin ¢evre dostu teknolojilere ihtiyag duyulmustur. Enzimler
1slatma, sepileme, kire¢ giderme ve kil giderme gibi deri isleme siirecinde uygun
alternatifler sunar. Elastotik ve keratinolitik aktiviteye sahip olan bazi bakteriyal
alkalen proteazlar postlarin kil ve tiiylerden arindirilmasini saglar [44]. Proteazlar
derideki nonkolojen bilesenleri selektif olarak hidrolizler, ayn1 zamanda albumin ve
globin gibi globular proteinlerin de uzaklastirilmasini saglar. Bu adim alkali ortamda
gerceklestirilmektedir. Bu siire¢ sodyum siilfiir muamelesinden daha giivenli ve daha

uygundur [41].

Resim 2.6. Proteazin 24 saat 37 °C’ de keci kiliyla muamelesi ( sol: kontrol, sag: test
sonucu) [46].
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Gida endustrisi

Gida endiistrisinde proteazlarin kullanimi eskiye dayanir. Proteazlar peynir yapimi,
firincilik, soya hidrolizatlarinin hazirlanmasi ve et yumusatma gibi degisik amaclar

icin kullanilir [33].

Alkalin proteazlar iyi tanimlanmis peptidlerin hidrolizatlarim1 {iretmek igin bitki,
balik veya hayvanlardan hidrolize edilebilir. Ticari alkalin proteaz olan Alcalase
terminal hidrofobik amino asitler icin 6nemli derecede spesifiklige sahiptir. Bu
enzim kullanilarak daha az aci hidrolizatlar ve acis1 giderilmis enzimatik peynir alti
suyu protein hidrolizatlar1 elde edilmistir. Genelde kazein, peynir alt1 suyu proteini
ve soya proteinlerinden elde edilen protein hidrolizatlari bebek mamalar1 yapiminda
kullanilir. Ayrica proteince zengin terapotik besinlerde ve meyve sularinin

zenginlestirilmesinde kullanilabilir [39].

Proteazlar etin yumusatimasinda 6nemli bir rol oynar. Alkalin elastaz ve termofilik
alkalin proteazlarin kas lifi proteinlerin yani sira konektif doku proteinlerini hidrolize
edebildikleri i¢in etleri yumusattiklar1 kanitlanmistir. Yumusatma islemi, toz
halindeki enzimin et {izerine serpilmesi, ya da etin proteaz enzim c¢ozeltisine

daldirilmas1 veya konsantre proteazin ete enjeksiyonu ile yapilabilmektedir [39].

Atik aritimi endustrisi

Alkalin proteazlar endiistriyel ve evsel atiklarin isletilmesinde onemli derecede
kullanilmaktadir. Bu proteazlar ¢ok basamakli siireglerle katilardaki proteinleri
cozerek balik veya evcil hayvanlar i¢in konsantre sivi irilinler veya kuru kati

maddeler hazirlayabilir [39].

Tiiy, sag, tirnak, boynuz gibi lifsel proteinler dogada bol miktarda bulunur.
Proteazlarin proteolitik aktiviteleriyle bu atiklar parcalanabilir. Bu ozellikleri ile

proteazlar son zamanlarda atik yonetiminde kullanilmaktadir.
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Hag endiistrisi

Proteazlarin genis ¢esitliligi ve spesifitesi etkili terapotik ajanlada biiyiik avantaj
saglar. Clostridial kollajenaz veya subtilizin yara ve yaniklarin tedavisinde genis
spektrumlu antibiyotik ile kombinasyonu halinde kullanilir. E. coli’den izole edilen
asparjinaz lenfositik l0seminin farkli formlarindaki kan dolasimindan asparjin
elimine etmek i¢in kullanilir. Conidiobolus coronatus’dan elde edilen alkalin proteaz
hayvan hiicrelerindeki tripsinle yer degistirebilir. Jatropha curcus’ un latekslerinden

saflagtirilan bitki proteazi yara iyilestirme ajani olarak aktiftir [32].

Giimus eldesinde proteazlar

Alkalin proteazlar kullanilmig X- ray veya fotograf filmlerindeki giimiisiin geri
doniistimiinde 6nemli bir rol oynar. Bu atik filmlerin jelatin tabakalarinda agirlikca
%]1,5-2 oraninda giimiis icerir. Bu giimiis filmlerin yakilmasiyla elde edilir fakat
buda istenmeyen ¢evresel kirlilige sebep olur. Glimiis jelatine bagli oldugundan
proteolitik uygulamalarla protein tabakadan gilimiislin ¢ikarilmast miimkiindiir.
Enzimatik hidrolizle olan bu islem ayrica polyester filminde geri kazanilmasim

saglar [33].

Bunlarin disinda proteazlar kozmetik endiistrisinde, bira yapiminda, firincilikta,
hayvan yemi iretiminde, klinik uygulamalarda, tekstil endiistrisinde
kullanilmaktadir. Ayrica endiistriyel ve tibbi uygulamalarin diginda temel

arastirmalarda da dnemli rolleri vardir [32].



Cizelge 2.3. Endiistride proteazlar [33].

Endiistri Enzim Uygulamalar
Deri Tripsin Derinin yikanmasi
Diger proteazlar Yiizeyin kil ve tiiylerden
arindirilmast
Gida Farkl1 proteazlar Proteince zengin gidalarin
modifikasyonu
Firmcilik Notral proteaz Hamurun karigma siiresini
kisaltma
Rennet ve tripsin, Siit proteinin koagiilasyonu,
Siit kimotripsin peynir alt1 suyu prosesi
Deterjan Alkalin proteaz Lekelerin uzaklastirilmasi
Et Papain Et yumusatma
ig:ecek Papain Bulanikligin giderilmesi
Sekercilik Termolizin Aspartam sentezi
Farmasotik Tripsin Olii dokularin kaldirilmasi ve kan
pihtisinin ¢ézlinmesi
Kimopapain Loseminin belirli tiplerinin
tedavisi

2.1.4. Clostridium botulinum hakkinda genel bilgi

27

Clostridium gram pozitif, hareketli ve cubuk seklindeki bakterilerdir. Endospor

tiretebilen zorunlu anaeroblardir. Karbonhidratlar1 pargalayarak butirik asit, asetik
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asit, aseton, butanol, izopropanol, etil alkol ve karbondioksit olustururlar. Psikrotrof,

mezofil, termofil tiirlere sahiptirler ve tabiatta yaygin olarak bulunmaktadirlar [47].

Clostridium botulinum suslariin dogal habitatlar1 toprak ve deniz tabanlar ile kiy1
sularidir.  Gollerin  sedimentlerinde, baliklarin sindirim kanallarinda, bahgede

yetistirilen sebzelerde bulunurlar [48].

Clostridium botulinum evrimsel olarak cok tiirliidiir. 7 ayr1 tipin antijenik olarak
birbirinden farkli sekiz ayr1 nérotoksini mevcuttur ( A, B, C1, C2, D, E, F, G ). Bu
antijenik tiirler serolojik toksin nétrlestirme testleri ve epidemiyolojik markerler
sayesinde ayrilabilirler. Tip A, B ve F clostridial kromozomal bdlgedeki genler
tarafindan kodlanir. Tip C,D ve E de bakteriyofajlarin tasidigi genler tarafindan, Tip

G ise plazmid tizerinde kodlanir [49].

Clostridium botulinum bakterisi insanlar i¢in en etkili biyolojik toksin olan
botulinum noérotoksinini (BoNT) iiretirler. Norotoksin 100 kDa molekiil kiitlesinde
agir, 50 kDa molekiil kiitlesinde hafif aminoasit zincirlerinden olusur. Bu zincirler
basit disiilfit kopriileri ile baglanir. Bu disiilfit kopriilerin biitiinliigii BoNT’ nin

biyolojik aktivitesinin esasidir [50].

Clostridium botulinum tarafindan Tretilen botulinum toksini insanlarda ve
hayvanlarda botulizm denen hastaliga yol agar. Insanlarda botulizme A, B, E, F
tipleri neden olurken, C ve D tipleri hayvanlarda botulizm etmeni olarak
belirlenmistir. G tipinin botulizme neden olduguna iliskin veriler bulunmamaktadir

[48].

Clostridium botulinum proteolitik aktivitelerine gore siniflandirilmistir. Iglerinde A
tipi toksin yapanlar ile B ve F tipi toksin yapanlarin bir kismi proteolitik
bulunmustur. Proteolitik aktivite gostermeyen grupta; E tipinin tiim suslari ile B ve F
tipi toksin yapanlarin baz: tiirleri yer almaktadir. C ve D tipi C. botulinum suslar1 da

proteolitik degildir, her iki tip de ortak metabolik sisteme sahip oldugundan ayr1 bir
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grupta toplanmaistir. Proteolitik suslardaki endojen proteazlar C. botulinum toksininin

aktivitesini artirmada rol oynar [48].

2.2. Kaynak Arastirmasi

Dekleva ve Dasgupta 1990 yilinda Clostridium botulinum Tip A’dan proteaz
enzimini saflastirmislardir. Saflastirmada amonyum siilfat ¢oktiirmesinden sonra
QAE-Sephadex Q-50, Sephadex G-100 ve CM- Sephadex C-50 kolonlariyla enzimi
saf olarak elde etmislerdir. Substrat olarak N-benzoil-pi-arginin-p-nitroanilidi
kullanmiglardir. Enzimin molekiil kiitlesini sodyum dodesil siilfat kullanmadan
poliakrilamid jel ile 62 kDa olarak tespit etmislerdir. Enzimin izoelektrik noktasini
5,73 optimum pH’sin1 ise 6,2 olarak bulmuslardir. Metal testinde enzimin
aktivitesinin Mn”* ve Fe** ile %30, Zn**, Mg**, Ni** ve Cr’* ile %10 arttigin1 tayin
etmislerdir. Enzimin PMSF ve SBTI inhibitorleriyle aktivitesinin arttigini ancak
EDTA ile aktivitesinin hi¢ kalmadigin tespit etmislerdir. Sonucta saflagtirma stiresi
boyunca botulinum norotoksininin farkli fragmentlere ayrildigini tayin etmisledir.
Norotoksinin bozulmasini minimuma indirmek i¢in de saflastirma siiresi boyunca
norotoksinin aktif proteaza muamelesinden kacinilmast gerektigi sonucuna

varmisglardir [51].

Dasgupta ve arkadaslar1 1971 yilinda Clostridium botulinum Tip B’den proteaz
enzimini saflagtirmiglardir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesinin ardindan DEAE seliiloz
anyon degistirme kromatografisi ile Sephadex G-100 kolon kromatografisi
kullanmislardir. Enzimi %33’liik verimle saf halde elde etmislerdir. Substrat olarak
BAPNA (N-benzoil-py-arginin-p-nitroanilit) kullanmislardir. Optimum sicakligr 37
°C ve optimum pH’y1 ise 6 bulmuslardir [52].

Nakane ve arkadaglart 1977 yilinda yaptigi bir c¢alismada C. botulinum’n %5
triptikaz, %0,5 Bacto-pepton, %0,2 glukoz ve %0,1 L-sistein HCI’ den olusan
besiyerinde 30 °C’de 96 saat boyunca fermente etmistir. Saflastirmayr %60’ lik
amonyum siilfat c¢oktiirmesi ve DEAE selilloz anyon degistirici kolonla

gerceklestirmislerdir. Saflastirilan enzim DEAE seliilloz anyon degistirici kolonla
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dort fraksiyona ayrilmistir. Birinin EDTA ile inhibe oldugundan dolayz siilfidril bagl
proteaz, ikisinin PMSF ile inhibe oldugundan serin proteaz ve sonuncusunun ise

metaloproteaz oldugunu tespit etmislerdir [53].

Dasgupta ve arkadaslar1 tarafindan 1972 yilinda C. botulinum’dan proteaz enzimi
saflastirilmis ve karakterizasyon ¢alismalart yapilmistir. Saflastirma islemleri
amonyum siilfatla ¢oktiirme ve QAE-Sephadex kromatografisi ile yapilmistir.
Enzimin molekiil kiitlesi Sephadex G-100 jel filtrasyonuyla 34,4 kDa olarak tespit
edilmistir. Amidaz aktivitesi i¢in optimum pH 6,2, esteraz aktivitesi i¢in ise 6,2-7
civarinda bulunmustur. izoelektik noktasi ise 4,62 olarak kayda geg¢mistir. Enzimin

aktivitesinin ise Ca** varhiginda arttig1 bulunmustur [54].

Croux ve arkadaglart 1990 yilinda Clostridium acetobutylicum ATCC 824’den hiicre
dis1 asidik proteazi anyon degisim kromatografisiyle 66 kat saflagtirmiglardir.
Enzimin molekiil kiitlesini SDS-PAGE ile 44 kDa olarak tayin edilmistir. Enzimin
disik pH’larda ve 50 °C’nin istindeki sicakliklarda aktif oldugunu tespit
etmislerdir. Enzimin optimum pH’s1 ve izoelektrik noktas1 sirasiyla 5 ve 3,3 olarak
kayitlara ge¢mistir. Metal testinde enzimin aktivitesi iizerinde 10° M Zn**, Ca™,
Mg**, Mn**, ve Ag®* iyonlarinin etkisi olmadigmi, Co**’nin ise aktiviteyi artirdigini
gozlemlemislerdir. Agir metallerden olan Hg**, Pb** ve Cu**"nin ise oldukga yiiksek
inhibitor etkisi oldugunu tayin etmislerdir. Enzimin EDTA ve o- fenantrolin
inhibitorleriyle kuvvetlice inhibe oldugu ancak glikol-bis (pB-aminoetil eter)-
N,N,N',N',-tetraasetik asit (EGTA) inhibitoriinden etkilenmedigi bildirmislerdir.
Saflastirilan enzimin diisiik pH’ larda aktif oldugundan dolay: aspatik asit proteazi
oldugu diistinmiisler fakat EDTA’nin enzim iizerindeki yiiksek inhibe edici
ozelliginden ve Co**’nin aktiviteyi artirdigindan dolayr da nétral metaloproteaz

siifina ait olduguna karar vermislerdir [55].

Monod ve arkadaslar1 1991 yilinda enfekte olmus akciger dokularindan izole ettikleri
Aspergillus fumigatus’tan proteaz enzimini saflagtirmiglar ve karakterizasyon
caligmalarin1 yapmislardir. Amonyum siilfat ve jel fitrasyonla yaptiklar1 saflagtirma

isleminde enzimi % 43,1 saflikla elde etmislerdir. Enzimin molekiil kiitlesini jel
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filtrasyon ve SDS-PAGE ile 33 kDa olarak tespit etmislerdir. Enzimin optimum
pH’s1 9 izoelektrik noktasi ise 8,3 olarak bulmuslardir. Triton 100, tween 80 gibi
non-iyonik deterjanlarin, DMSO, etanol gibi organik ¢oziiciilerin, 2-merkaptoetanol
ve DTT gibi ajanlarin proteolitik aktivite iizerine etkisi olmadigini tayin etmislerdir.
PMSF’ nin ise enzimi tamamen inaktif hale doniistiirdiigiini bildirmislerdir. Zn*,
Mn?* , Co®*, Hg** ve Pb** iyonlarnin enzimi tamamen inhibe ettigini, Na*ve K*
iyonlariin ise aktivite lizerine herhangi bir etkisinin olmadigini tespit etmislerdir

[56].

Jin ve arkadaslar1 1996 yilinda Clostridium perfringens tip B NCIB10691’den
amonyum siilfat ¢oktiirmesini takiben iyon degisim ve hidrofobik etkilesim
kromatografisini kullanarak proteaz enzimini saflastirmislardir. Enzimin molekiil
kiitlesi SDS-PAGE ile 36 kDa olarak belirlenmistir. Metal selatlarindan olan EDTA
ve EGTA ile ¢inko spesifik selati olan 1,10- fenantrolin varliginda enzimin aktivitesi
kaybolmustur. PMSF, APMSF ve DTT gibi ajanlardan da etkilenmemistir. Saf
enzimden ¢ikarilan aminoasit dizisinde HEXXH motifi oldugu goriilmiis ve enzimin

¢inko bagli metaloproteaz oldugu saptanmistir [S7].

Salamone ve arkadaslar1 1997 yilinda topraktan izole ettikleri Serratia marcescens
NRRL B-23112’den metalloproteaz enzimini saflastirmiglardir. Enzimi amonyum
siilfat ¢oktlirmesi, aseton coktiirmesi ve izoelektrik odaklama islemleriyle %51
verimle 5,7 kat saflastirmislardir. Molekiil kiitlesini SDS-PAGE ile 50,9 kDa olarak
tespit etmislerdir. Sicaklik profilinde 42 °C’de 1 saat aktivitesini korudugunu, 55
%C’de ise 15 dakika sonra hig aktivitesinin kalmadigini, pH profilinde ise en yiiksek
aktiviteyi 10°da gosterirken pH 11°de aktivitenin aniden azalmis oldugunu
gbzlemlemislerdir. Enzimin EDTA ile inhibe oldugu gézlenirken aprotitin, bestatin,
kimostatin ve PMSF varliginda aktivitesini kaybetmedigini tayin etmislerdir. %1
SDS, %1 Tween-20, %I1Triton X-100, %5 etanol ve % 0,5 2-merkaptoetanol
varliginda da aktivitesini korudugunu tespit etmislerdir. Izoelektrik odaklama ile

saflastirilan proteazin tek izoform oldugu kayitlara gegmistir [58].
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Venter ve arkadaslar tarafindan 1999 yilinda siit iirlinlerinden Chryseobacterium
indologenes 1x9a’ 1 izole edilmistir. Proteaz iiretimi igin farkli konsantrasyonlarda
nutrient broth ve kazein igeren besiyerini gelistirilmistir. Metalloproteaz, immobilize
edilmis metal affinite kromatografisiyle 64,5 kat saflastirilmistir. Enzimin spesifik
aktivitesi 7,75 U/mg olarak kayitlara ge¢mistir. SDS-PAGE ile enzimin molekiil
kiitlesi 24 kDa, optimum pH ve sicaklig1 sirasiyla 6,5 ve 50 OC olarak belirtilmistir.
Metal selatt EDTA ve Zn spesifik selati 1,10-fenantrolin ile enzimin inhibe oldugu
ve atomik absorpsiyon spektroskopisi ile de enzimin Ca™ ve Zn* icerdigi tespit
edilmistir. Ca**, Zn**, Co®* ve Mg** iyonlar1 varhginda aktivitede artis oldugu
bildirilmigtir. Bu sonuc¢lar dogrultusunda saflastirilan enzimin bir metalloproteaz
oldugu kanitlanmistir. Enzimin aminoasit analizleriyle enzimde glisin, alanin,
metiyonin ve serin oldugu fakat sistein olmadig1 gézlenmistir. Substrat olarak kazein
kullanilan enzimin Ky,’si 0,813 pg/ml olarak bulunmustur. Kazein i¢in K, degerinin
cok diislik olmas1 bu proteazin siit ve siit iiriinlerinde bozulmaya neden olmadigin

gostermistir [59].

Rozs ve arkadaglar1 2001 yilinda yaptiklar1 ¢alismada tavuk tiiylinden Bacillus
licheniformis’i i1zole etmislerdir. Proteaz iiretimi i¢in %0,2 glukoz, %0,2 maya
ekstraktt ve 90,2 yagsiz siit tozundan olusan fermente ortaminda bakteriyi
cogaltmiglardir. Proteazin molekiil kiitlesini Sephadex G 100 jel filtrasyon
kromatografisiyle 42 kDa olarak tespit etmislerdir. Enzimin substrati olarak N-
benzoil-Phe-Val-Arg-p-nitroanilid kullamldiginda pH 8,5’ta ve 52 °C’de enzim en
yiiksek aktivitesini gostermistir. Enzim tosil . fenilalanin klorometil keton, tosil.
lizin klorometil keton, PMSF ve EDTA ile inhibe olmazken HgCl, ve
parakloromerkuribenzoat ile aktivitesi diigmiistiir. Bu sonuctan da enzimin tiyol

proteaz oldugu diisiinlilmistiir [60].

Kaur ve arkadaglar1 2001 yilinda su numunelerinden izole ettikleri zorunlu alkalofilik
Bacillus sp. P-2°1 farkli konsantrasyonlarda glukoz, siikroz, maltoz, laktoz, gliserol,
pepton, maya ekstrakti, (NH4),SO, ve iireden olusan besiyerinde 30 °C’de 24 saat
boyunca fermente etmislerdir. Inorganik azot kaynaklar1 ortama eklendiginde proteaz

tretiminin  %90’lara  kadar Onlendigini gozlemlemislerdir. Proteazin optimum
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pH’sim1 9,6 ve pH 7-10 civarlarinda aktivitesinin % 80’ini korudugu tespit
etmislerdir. Enzimin optimum sicakligim ise 90 °C olarak bulmuslardir. Enzimin bu
sicaklikta 1 saatten fazla aktivitesini koruyabildigini ve 121 °C’de ise aktivitesinin
%37’sini kaybetmedigini tayin etmislerdir. Enzimin pH ve sicaklik stabiliteleri géz
Online alindiginda deterjan formiilasyonlarinda kullanilabilecegi  yorumuna

varmislardir [61].

Kumar 2001 yilinda Hindistan’dan toplanan toprak numunelerinden alkalofilik
Bacillus  pumilus MK6-5’1 izole etmisler ve bakteriden proteaz enzimini
saflagtirmistir. Proteaz enzimini amonyum siilfat ¢oktliirmesi, iyon degisim
kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi ile ii¢ basamakta saflastirmistir.
Saflastirilan enzimin SDS-PAGE ile molekiil kiitlesi 28 kDa olarak kayitlara
gecmistir. Enzimin en aktif oldugu pH 11,5’tir. Optimum sicaklig1 ise 55-60 °C’dir.
Enzim 30 °C’den 60 °C’ye kadar 30 dakikalik siirede aktivitesinin tamamimi 70 °C’de
ise % 65 ini korumustur. 37 C de ve pH 8 de sentetik substratla gézlenen K, ve k.4
degerleri; Glu-Gly-Ala-Phe-pNA igin 1,1 mmol/l ve 624 s, Glu-Ala-Ala-Ala-pNA
icin 3,7 mmol/l ve 826 s dir. Enzim PMSF inhibitdriiyle tamamen inhibe olmus ve
Ca®, Mg** ile Mn*" ile de aktivitesi artmustir. Enzimin yiiksek pH, termostabilite ve
selatlayici ajanlara kars1 olan direncinden dolay: ultrafiltrasyon membran temizleme

ve farkli biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilecegi yorumuna varilmigtir [62].

Huang ve arkadaslar1 2002 yilinda Bacillus pumilus’u proteaz ireticisi olarak
kullanmuslardir. Uretim icin %3 kepek, %2 soya fasulyesi unu, %0,3 maya ekstrakti,
%0,3 KoHPO4, %0,04 NaH,PO4 ve %0,4 CaCOj; igeren besiyerinde 35 C ve 36 saat
boyunca fermente etmislerdir. Proteaz1 hidrofobik etkilesim kromatografisi, iyon
degisim kromatografisi ve jel filtrasyonla 39 kat saflastirmislardir. Enzimin pl sin1 9,
molekiil kiitlesini de 32 kDa olarak bulmuslardir. Enzim pH 10 da ve 55 °C’de
maksimum aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Saf proteazin ilk 20 amino asit
kalintisinin  dizilimini AQTVPYGIPQIKAPAVHAQG olarak tespit etmiglerdir.
Enzimin amino asit dizilimi B. pumilus susundan elde edilen diger proteazlarla

biiyiilk oranda homojenlik gosterdigini farketmislerdir. Enzimin 1mM PMSF ve 1



34

mM DFP ile tamamen inhibe oldugunu ancak EDTA, EGTA ve pepstatin A
inhibitérlerinden etkilenmedigini tayin etmislerdir. Metal testinde ise Ca**, Mg”* ne

Na* iyonlarinin aktiviteyi artirdigmi fakat Cu”* ve Zn**’

nin ise aktiviteyi azalttigini
tespit etmislerdir. Tiim bu sonuglardan dolay1 saflastirilan proteazin serin proteaz
oldugunu kararlagtirmuglardir. Serin proteazi ham deri iizerine 37 °C’de 4 saat
boyunca muamele ettiklerinde proteazin killar1 uzaklastirmada etkili oldugunu
gozlemlemislerdir ve deri endiistrisinde bu enzimden faydanilabilecegi kanisina

varmiglardir [63].

Khan ve arkadaglar tarafinda 2003 yilinda bir filamentdz mantar1 olan Paecilomyces
lilacinus’ dan proteaz enzimini saflagtirllmistir. Serin proteaz kiiltlir ortamindan
Sephrose-bacitrain affinite kromatografisiyle almmistir. Saflastirilmis proteazin
molekiil kiitlesi SDS-PAGE ile 37 kDa olarak bulunmustur. Proteazin en yiiksek
aktiviteyi pH 10,2 de gosterirken pH 5-12 arasinda da aktivitesinin %76 oraninda
korudugu goriilmiistir. Enzim 20 °C’den 60 °C’ye kadar olan genis bir sicaklik
araliginda aktivite gdstermistir. Ancak en yiiksek aktiviteyi 45 °C ila 60 °C arasinda
gostermistir [64].

Alam ve arkadaslar1 2005 yilinda yaptiklari ¢alismada Antartika’ nin Schirmacher
bolgesinden topladiklar1 gdl sedimentlerinden izole ettikleri Clostridium sp’den
ekstraselliiler proteaz enzimini amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve Sephadex G-100 jel
filtrasyonla 12,7 kat % 26,2 verimle saflastirmislardir. Enzimin optimum pH ve
sicaklig1 sirastyla 7 ve 37 °C olarak kayitlara gegmistir. Enzimin pH 5 ila 10 arasinda
da aktivitesinin % 70’ini koruyabildigini belirtmislerdir. Metal testinde Hg**, Co** ve
Zn** iyonlar1 varliginda enzimin aktivitesinin kayboldugunu, Ca** varliginda ise
arttigini gozlemlemislerdir. Serin proteaz inhibitorii olan PMSF’nin 5 ve 10 mM’lik
konsantrasyonlarinda enzimin aktivitesinde diisiis oldugunu, ancak metaloproteaz
inhibitorii olan EDTA’nin 1 mM’lik konsantrasyonunda enzimi daha fazla inhibe
ettigini tespit etmislerdir. Enzimin termostabilitesi, genis pH araliginda aktivitesi,
SDS’e kars1 olan direncinden dolay1 enzimin deri ve gida endiistrisinde kullaniminin
yani sira deterjan formiilasyonlarinda da kullanilabilecegini diistinmiislerdir [65].

Ghorbel ve arkadaglar1 2005 yilinda yaptiklar: ¢aligmada balik¢ilik endiistrisinin atik
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suyunun ¢amurundan izole ettikleri Bacillus cereus BG1 susundan proteaz
saflagtirmiglardir. Kiiltiir ortamimna yapilan CaCl, ilavesi ile proteaz iiretimini
artirmiglardir. Saflastirma islemini sirasiyla ultrafiltrasyon, Sephacryl S-200 jel
filtrasyon, DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografisi ve son olarak ikinci defa jel
filtrasyon kromatografisi kullanarak yapmislar ve enzimi 1,682x10° U/mg spesifik
aktivite ile 39 kat %23 verimle saflastirmiglardir. Enzimin molekiil kiitlesini SDS-
PAGE ile 34 kDa olarak tespit etmislerdir. Enzimin optimum pH’in1 8 olarak tespit
etmiglerdir. Enzimin farkli CaCl, konsantrasyonlarinda 60 OC’de 1 saat inkiibesi
sonucunda Ca®* miktarlari  artttkga enzimin  aktivitesinin de  arttigim
gézlemlemislerdir. Zn**, Cu** ve Mn®" iyonlar1 enzimi tamamen inhibe ettigini, Ba**

% 58 oraninda, Mg** ise % 28 oraninda aktiviteyi korudugunu bildirmislerdir [66].

Genckal ve Tari tarafindan 2006 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada asir1 alkalin kosullar
altinda izole ettikleri Bacillus suslarinin yiiksek proteolitik aktivitelerinin oldugu
tespit edilmistir. 85 izolat arasindan yiiksek alkalin proteaz aktivitesi gdsteren ii¢ sus
secilmistir (I18, L18 ve L21). Optimum sicakliklar 118 i¢in 30 °C, L18 ve L21 icinse
37 °C dir. Benzer sekilde optimum ¢alkalama hizlar1 118 i¢in 100 rpm, L18 ve L21
icin 180 rpm dir. Ug sus icin optimum inokiilasyon orani ve inkiibasyon siiresi
sirasiyla %5 ve 96 saattir. Bacillus sp. L21 en yliksek spesifik proteaz aktivitesi
gosterdigi (60 U/mg protein) ve daha genis pH araliginda aktif oldugu i¢in ileriki
caligmalar i¢in secilmistir. Bu sustan saflastirilan proteazin optimum pH ve sicaklig
sirastyla 11 ve 60 °C’dir. Enzim PMSF inhibitoriiyle tamamen inhibe olmus ancak
EDTA ile aktivitesinin %93 {inii korumustur. inhibisyon profili Bacillus sp. L21’den
saflagtirilan proteazin serin proteaz ailesine ait oldugunu ortaya koymustur. Ayrica
EDTA’ nin varliginda enzimin aktivitesinin korumast onun deterjan katki maddesi

olarak kullanilmasina bir avantaj oldugunu gostermistir [67].

Huang ve arkadaslar1 2006 yilinda yaptiklart ¢alismada Cin’in Tulufan kraterlerinden
topladiklar1 toprak numunelerinden izole ettikleri termofilik Bacillus sp. HS08’i
proteaz iretimi i¢in farkli konsantrasyonlarda maya ekstrakti, pepton, glukoz,
Na,HPO4, Na,COs, ZnSO4, MgSO,4 ve CaCl, ile hazirlanan besiyerinde pH 7,2 de
cogaltmislardir. Saflagtirmay1 sirasiyla %80 amonyum siilfat ¢oktliirmesi, DEAE-
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Sepharose anyon degistirme kromatografisi ve Sephacryl S-100HR AKTA 100
protein likit kromatografisiyle yapmislardir. Saflagtirma islemini 4,25 kat %S5,1
verimle ger¢eklestirmislerdir. Proteazin molekiil kiitlesini SDS-PAGE ile 30,9 kDa
olarak tespit etmislerdir. Enzim 40 °C’den 65 °C’ye kadar artan aktiviteye sahiptir.
65 °C’de 1 saat inkiibasyon sonucunda enzim aktivitesinin % 75’ini koruyabilmistir.
Bu ylizden proteaz termofilik olarak siniflandirilmistir. Enzimin optimum pH’s1 7,5
olarak tayin edilmistir. Substrat spesifitesi testinde ise enzim azokazein, kazein ve
BSA arasindan en iyi aktiviteyi azokazeine gostermistir. Enzimin 2 mM’lik PMSF
inhibitériiyle tamamen inhibe olmasinin yaninda Ca**, Cu®*, NBS, WRK, TNBS ve
2-merkapto etanol ile de aktivitesi artmistir. Bu yiizden enzimin Zn*' ile aktive

olmus serin proteaz olduguna karar verilmistir [68].

Riffel ve arkadaslar tarafindan 2007 yilinda Chryseobacterium sp susunun oldukca
keratinolitik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Chryseobacterium sp’den
proteaz enzimi Fenil Sepharose ve Superose 12HR kromatografisiyle saflastiriimistir.
SDS-PAGE ile de molekiil kiitlesi 64 kDa olarak kayitlara gegmistir. 30-60 °C’de ve
pH 7,5-9,5 arasinda aktivite gosteren enzimin optimum sicaklik ve pH lar sirasiyla
50 °C ve 8,5’tur. Enzimin EDTA ve EGTA inhibitorleriyle aktivitesi diiserken 1,10
fenantrolin ile aktivitesi hi¢ kalmamustir. Enzimin Ca®* iyonu varhginda ise aktivitesi
iic kat artmuistir. Zn>*, AI’* ve Cu® iyonlar1 varhgnda ise aktivitelerinin azaldigi
gozlenmistir. Organik c¢oziicilerden olan DMSO’nun varliginda enzimin
aktivitesinde artis gozlenirken DTT ve SDS ile aktiviteleri kaybolmustur. Triptik
parcalanmadan {retilen peptidlerin  ESI-MS/MS  analizleri enzimin MI14
metaloproteaz familyasinin iiyesi oldugunu gostermistir. Calismada saflastirilan
keratinolitik metaloproteazin  kisith  enzim-substrat etkilesimlerinden dolay1
cOziilemeyen keratin parcaciklarinin yiizeyi {izerinde olan proteolizin iistesinden

gelebilecegi vurgulanmistir [69].

Kim ve arkadaglar1 2008 yilinda Perenniporia fraxine’dan proteaz enzimini
saflagtirmiglar ve karakterizasyon caligmalarin1 gerceklestirmislerdir. Saflastirma
islemlerini DEAE-Sepharose CL6B, Sephadex G75 ve HiLoad 16/60 Superdex 75
kromatografilerini kullanarak yapmigslardir. SDS-PAGE ile enzimin molekiil
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kiitlesini 42 kDa dur. Enzimin N-terminal aminoasit dizisi
ASYRVLPITKELLPPEFFVA olarak kayitlara ge¢mistir. Enzimin optimum pH ve
sicakligi sirastyla 6,0 ve 35-40 °C’dir. Fibrinoliz model enzimin a ve b zincirinin
hidrolizini hizl1 fakat g-g zincirlerinin hidrolizini yavas yaptigini gostermistir. Metal
testiyle enzim Cu®*, Fe™ ve Zn* iyonlariyla inhibe olmus, fakat Mn**, Mg** ve Ca**
iyonlariyla aktivite artmistir. Enzim EDTA inhibitorii tarafindan inhibe edilmis ve
kimotripsin i¢in kromojenik substrat olan S-2586’ya karsi daha yiiksek aktivite
gostermistir. Bu sonuglar da enzimin kimotripsin benzeri metaloproteaz oldugunu
gostermistir. Saflastirilan proteazin fibrinlere karsi yiiksek derecede spesifite
gosterdigi ve trombolitik tedavide direkt harekete gegen trombolitik ajan olarak

kullanilabilecegi vurgulanmistir [70].

Hmidet ve arkadaslar tarafindan 2009 yilinda Bacillus licheniformis NH1 susundan
proteaz enzimi saflastirilmistir. Proteaz iiretimini 7,5 g/l tavuk tlyii, 1 g/l maya
ekstrakti, 1,4 g/l K,HPOy, 0,7 g/l KH,PO4, 0,1 g/1 MgSO4 ve 0,5 g/1 NaCl igeren
besiyerinde pH 7 de gerceklestirilmistir. Proteolitik aktivite i¢in optimum pH ve
sicaklik sirastyla 10 ve 70 °C’dir. Enzimin PMSF inhibitériiyle inhibe olmasi onun
serin proteaz oldugunu gostermistir. Enzim test edilen biitiin iyonlar varliginda
aktivitesini korumus fakat Ca®*, Mg®* ve Cu®* iyonlar1 varhginda aktivitesi artmistir,
Enzim SDS, Tween 20 ve Triton X-100 gibi siirfaktanlarin varliginda 40 °C’de 1 saat
inkiibasyonu sonunda aktivitesini korumustur. Enzimin %0,5 lik H,O, ve %0,2
sodyum perborat gibi okside edici ajanlarin muamelesi sonucunda ise aktivitesi az
etkilenmistir. Saflastirilan enzim farkl kati ve sivi deterjanlarla ¢ok iyi stabilite ve
uyum gostermistir. Ayrica yapilan testler sonucunda enzimin kan, ¢ikolata ve sos
gibi farkli lekeleri de ¢ikarabildigi goriilmiistiir. Bu sonucglardan dolayr da Bacillus
licheniformis NHI1 susundan saflagtirilan enzimin ileride deterjan endiistrisinde

kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir [71].

Doddapaneni ve arkadaslari tarafindan 2009 yilinda mezbahalarin atiklarindan izole
ettikleri bakterinin biyokimyasal Ozelliklerine ve 16SrRNA gen dizilerine gore
bakteri Bacillus cereus olarak tanimlanmistir. Proteaz amonyum siilfatla ¢oktiirme ve

iyon degisim kromatografisiyle 1,8 kat %49 verimle saflastirilmigtir. Enzimin SDS-
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PAGE ile molekiil kiitlesi 28 kDa’dur. Enzimin optimum pH’ 1 10 optimum sicaklig1
ise 60 °C’dir. Enzim pH 8 ve 11 arasinda aktivitesinin %80’ini korumustur. Inhibitor
etkisi incelendiginde PMSF enzim aktivitesinin %60 1n1 inhibe etmistir. Fakat EDTA
aktivitenin  %90’min inhibisyonuna neden olmustur. Bu yiizden enzimin
metaloproteaz olduguna karar verilmistir. Cu®* iyonlar1 varliginda enzimin
aktivitesinde dort kat artis olmustur. Enzim deterjanlar ve anyonik ylizey aktif
maddeleri varhiginda ¢ok iyi bir aktivite ve kararlilik gostermistir. Ayn1 zamanda
organik solventlerin varliginda da stabilitesini korumustur. Bu yilizden de ¢amasir

deterjanlarinda iyi bir yikama ajani olarak kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir [72].

Haddar ve arkadaslar1 2010 yilinda Bacillus mojavensis A21’den saflastirdiklar
proteazin karakterizasyon c¢aligmalarini yapmislardir. Enzimin optimum pH ve
sicakligr sirasiyla 8-11 ve 60 °C’dir. Saf proteaz non-iyonik (5% Tween 80 and 5%
Triton X-10) ve anyonik (1% SDS) yiizey aktif maddelerine karsi asir1 stabilite
gostermistir. Ayrica 30 °C’den 50 °C’ye kadar farkli deterjanlara karsi uyum ve
stabilite gostermistir. Kati deterjanlardan olan Axion ve Ariel, sivi deterjanlardan
olan Dixan ve Nadhif varliginda enzim 40 °C’de 1 saat inkiibasyonu sonunda
aktivitesinin %100’inii korumustur. Yikama performans analizi proteazin kan
lekelerini etkili bir sekilde c¢ikardigini gostermistir. Saflastirilan enzimin bu
ozellikleri diisiiniildiigiinde biyoteknolojik siireclerde 6zellikle deterjan endiistrisinde

kullanilabilecegi bildirilmistir [73].

Sundararajan ve arkadaslar1 tarafindan 2011 yilinda proteince zengin toprak
numunesinden izole edilen bakteri 16S rRNA gen dizisiyle Bacillus cereus VITSNO4
olarak tanimlanmistir. Bakteriyi uygun ortamda ¢ogalttiktan sonra Sephadex G-50 ve
Saphadex G-200 kolonlarin1  kullanarak jel filtrasyon kromatografisiyle
saflastirmislardir. Enzimin molekiil kiitlesi native-PAGE ile 32 kDa olarak tespit
edilmistir. Saf enzim 30 °C’de ve pH 8’de maksimum aktiviteye sahip oldugu tayin
edilmistir. Enzim PMSF inhibit6rii tarafindan inhibe oldugundan serin proteaz olarak
siniflandirilmistir. Deri isleme siirecinde enzim muamelesi ile yikama atik kolundaki
kirlilik yiikiiniin % 25’inin azaldig1 tespit edilmistir. Bu yilizden de ¢evresel kirlilige

yarartyla deri igleme siirecinde kullanilabilecegi bildirilmistir [74].
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Uyar ve arkadaslar tarafindan 2011 yilinda topraktan izole edilen Bacillus sp. CA15
susundan proteaz enzimi saflagtirilmistir. Mikroorganizmanin 16S ribozomal DNA
dizisi incelendiginde Bacillus cereus ile yakindan iligkili oldugu tespit edilmistir.
Maksimum proteaz iiretimi %1 yagsiz siit, %1 nisasta ve %0,6 MgSO4.7H20 igeren
besiyerinde pH 8 de 35 °C’de gerceklestirilmistir. En iyi proteaz liretimi sabit faz
strasinda hiicre yogunlugunun 1,8x108 hiicre/ml’ye ulastigi zaman da gézlenmistir.
Proteaz seviyesi inorganik azot kaynaklar1 varliginda diisiik bulunmustur. Proteaz
iiretimi siikroz ve laktoz varliginda azalmistir. Porteazin Triton X-100, Tween 20 ve
SDS’e karst asirt stabilitesi gozlenmistir. Enzim PMSF inhibitorii tarafindan inhibe

edildiginden enzimin aktif bolgesinde serin kalintilarinin oldugu bildirilmistir [75].

Zambare ve arkadaslar1 2011 yilinda yaptiklar1 ¢calismada solucan giibresinden izole
ettikleri Pseudomonas aeruginosa MCM B-327’den proteaz enzimini saflagtirmiglar
ve karakterizasyon caligmalarini yapmiglardir. Saf enzimin native-PAGE’deki
zimograminda 56 ve 67 kDa’luk iki bant gozlemlemisler ve her iki bandin da
killardan arindirma aktivitesine sahip oldugunu tespit etmislerdir. Enzimin optimum
pH ve sicakhigini sirasiyla 8 ve 35 °C olarak bulmuslardir. Inhibitérlerin proteaz
aktivitesinde 6nemli bir diisiise neden olmadigini belirtmislerdir. Enzimin kinetik
calismalar1 sonucunda P. aeruginosa MCMB-327’den saflastirilan proteazin
killarmin armndirilmasinda etkili oldugunu tayin etmisler ve c¢evreye duyarh

caligmalara sahip olabilecegini vurgulamislardir [76].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Deneysel calismalar sirasinda kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup Sigma
Chemical Ltd. (ABD), MERCK (Darmstadt, Almanya), Bacto (Avustralya), Difco (
ABD)’dan temin edilmistir.

3.2. KullanilanAlet ve Cihazlar

= Etiiv (Electromag)

*  Sogutmali santrifiij (Sigma 8K 10)

= Otoklav (Alp)

= pH metre (Hanna pH300)

» (Calkalamali su banyosu (Niive)

» Buzdolab1 (Vestel)

= Hassas terazi ( Denver Instrument)

*  Manyetik karistirict ( Chiltern HS31)
= Spektrofotometre (Optizen)

= Vorteks (Fisons)

* Kromatografi kolonu (Pharmacia Biopilot FPLC)
» Otomatik pipetler (Ependorf)

3.3. Kullanilan Mikroorganizma

Calismada kullanilan Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948 Tirkiye Halk
Saghg Kurumu Biyolojik Uriinler Arastirma-Gelistirme Laboratuarlari’'ndan temin

edildi.
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3.4. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’in Cogaltilmasi

Bakterinin ¢ogaltilmasi1 agirlik/hacim olarak %0,075 L-sistein, %0,25 NaCl, %1,5
Bacto casiton, %0,3 sigir eti ekstrakti, %0,05 sodyum tiyoglikolat, %0,5 maya
ekstrakti, %0,5 glukoz ve ¢ok az miktarda resazurin eklenerek hazirlanan besiyerinde
gerceklestirilmistir. Besiyerinin pH s1 NaOH ile 8’¢ ayarlanmustir. Besiyeri 121 °C’
de 15 dakika steril edildikten sonra glukoz ¢ozeltisi 0,2 mikron capindaki steril
filtreden gecirildikten sonra eklendi. Bakterinin besiyerine ekimi yapilarak 37 °C’de

24 saat ¢cogaltilmasi saglandi.

3.5. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den Proteaz Enziminin Uretimi

Proteaz enzimi lretimi agirlik/hacim olarak %1 tripton, %1 pepton, %0,5 maya
ekstrakti, %0,1 ¢oOziinebilir nisasta, %0,3 CH3COONa, % 0,05 L-sistein, %0,03
sodyum tiyoglikolat, %0,5 NaCl ve %1 glukoz igeren besiyerinde
gerceklestirilmistir. pH NaOH ile 8,3 ayarlanmistir. Ortamdaki bilesenler 121 °C’de
1,5 atmosfer basingta 15 dakika steril edildikten sonra glukoz ¢ozeltisi 0,2 mikron
capindaki steril filtreden gegirilerek besiyerine eklenmistir. Proteaz tiretimi i¢in 500
ml’lik besiyerlerine 10 ml as1 kiiltiiri ilave edilmis ve anaeorobik kosullarda 37

9C’de 20 saat inkiibe edilmistir.

3.6. Proteaz Enziminin Kismi Saflagtirilmasi

Fermentasyon sonrasinda C. botulinum Tip A ATCC 7948 hiicre izolatlar1 7000 rpm’
de +4 °C’de 15 dakika siire ile santrifiij edilerek uzaklastirilmistir. Ust fazda kalan
stviya +4 °C’de manyetik karistirici tizerinde %85 amonyum siilfat ilavesi yapilarak
¢oziinmesi saglandi. Coziinditkten sonra +4 °C’de gece boyu bekletildi. Bekletilen
s1v1 4000 rpm’de 20 dakika siire ile santrifiij edildi ve ¢okelek 0,05 M pH 8 Tris-HCI
tamponuyla alindi. Tampon ¢6zeltisinin 10 ml’yi agsmamasina dikkat edildi. Alinan
¢ozelti diyaliz torbasma konup +4 °C’de gece boyu ayni tampona karsi diyalizlendi.

Diyalizden elde edilen 6rnegin protein ve enzim aktivitelerine bakildu.
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3.6.1. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan

proteazin DEAE- seliilloz anyon degistirici kolona yiiklenmesi

DEAE seliiloz anyon degistirici kolonu hacminin yaklasik 5 kat1 kadar pH 8 Tris HCI
tamponuyla dengelendi. Dengelenen kolona diyaliz sonrasi elde edilen Ornek
yiiklendi. Ornek 4ml/min akis hiziyla kolondan ayrilarak 90 saniye araliklarla 3
ml’lik fraksiyonlar halinde toplandi. Daha sonra 1 M NaCl ile lineer gradient
uygulandi. 3’er ml halinde toplanan fraksiyonlarin her birinin 260 nm ve 280 nm’de
degerleri olgiilerek protein miktart hesaplandi. Ayrica boliim 3.6.2°de anlatildig1 gibi
enzim aktivitelerine bakildi.  Aktivitesi yiiksek fraksiyonlar toplanarak

karakterizasyon ¢aligmalari i¢in kullanildi.

3.6.2. Proteaz aktivite tayini

Proteaz aktivitesinin belirlenmesinde, Takami ve ark (1989) belirttigi yontem
kullanilmis olup, farkli olarak hammersten kazein yerine kazein substrat olarak
kullanilmistir. 0,5 ml enzim ¢dzeltisinin {izerine 2,5 ml %0,6’lik pH 8 Tris-HCI
tamponunda hazirlanmis kazein ¢ozeltisi eklendi. Su banyosunda 38 °C de yarim saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra kazeini ¢oktiirmek icin ortama 2,5 ml
TCA cozeltisi ( %10 TCA, %18 sodyum asetat, %18 asetik asit) eklendi. 15 dakika
oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda 4000 rpm’de 20 dakika santrifiijlendi ve {ist
kisimdan 0,5 ml alindi. 0,5 mI’lik iist fazin tizerine 2,5 ml 0,5 M Na,COj3 ¢ozeltisi ve
0,5 ml 9%50’lik Folin-Ciocalteu reaktifi eklendi. Oda sicakliginda yarim saat
bekletildikten sonra 660 nm’de absorbansi koére karsi okundu [77]. Folin-Ciocalteu
reaktifi ile tirozin arasinda meydana gelen redoks tepkimesinin sonucunda olusan
mavi rengin siddetine bagli olarak okunan absorbanslardan ve tirozin standart
standart grafiginin e§iminden yararlanilarak enzim aktivitesi asagida verilen formiille

hesaplanmustir.
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(A660/Egim)*Toplam hacim(ml)

Enzim aktivitesi: x Seyreltme faktorii

(U/ml) Enzim hacmi(ml)xInkiibasyon siiresi (dak)

3.6.3. Tirozin standart grafiginin hazirlanmasi

Proteaz enzim aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilacak olan tirozin standart
grafiginin olusturulmasi i¢in 50 mM pH 8 Tris-HCI tamponu ile 1pug/ml tirozin
¢oOzeltisi hazirlanmigtir. Hazirlanan ¢ozelti altt tiipe 0, 10, 20, 30, 40 ve 50 ul
hacimlerinde konulmustur ve tampon ile 1 ml’ye tamamlanmistir. Farkli
konsantrasyonlarda tirozin igeren her bir tiipten 0,5 ml alinip lizerine 2,5 ml Na,COs
ve %50’lik Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmistir. Karisim oda sicakliginda yarim saat
bekletildikten sonra kore karst 660 nm’de absorbansi okunmustur. Okunan absorbans

degerlerinden yararlanilarak tirozin standart grafigi hazirlanmistir [77].
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Sekil 3.1. Tirozin standart grafigi

3.6.4. Protein miktarinin belirlenmesi

Caligmada ki protein miktari tespiti Bradford metoduna gore yapilmistir [78]. Protein
miktar1 bilinmeyen enzim 6rneginden 150 pl alinip saf suyla 2400 pl ye tamamland.

Cozeltinin tizerine 600 ul Coomassie-blue reaktifi eklenip 3 dakika oda sicakliginda
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bekletildi. Siire sonunda 595 nm’de absorbansi okundu. Elde edilen absorbans
degerinden Onceden ¢izilmis protein standart grafiginin egimi kullanilarak formiilden

ornekteki protein miktar: tespit edildi [79].

(A595/Egim)xseyreltme faktori

Protein miktart;

(mg/ml) 1000

Kromatografik islemler sonunda kolondan alinan fraksiyonlarin protein miktari
Warburg-Christian yontemine gore hesaplandi. Yontemin esasi tirozindeki fenolik
gruplar ve triptofandaki indolik gruplar nedeniyle bircok proteinin 280 nm’de
maksimum absorbsiyon gosterme Ozelli§inden yararlanilarak Ornekteki protein
miktarinin yaklasik olarak bulunmasidir. Ornegin 260 ve 280 nm’de absorbanslart
Ol¢iiliir. Hata diizeltme faktorii formiilde yerine koyularak protein miktart hesaplanir

[80].

Protein miktart: 1,5%XAs50— 0,75%Ax¢0

(mg/ml)

3.6.5. Protein standart grafiginin hazirlanmasi

Protein standart grafiginin hazirlanmasi i¢in 0,2 mg/ml sigir serum albiimin (BSA)
¢oOzeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltiden 0, 15, 30, 60, 120 pl alinarak saf
suyla 2400 pl’ye tamamlanmistir. Karigimin tizerine 600 pl Coomassie-blue reaktifi
ilave edilerek 3 dakika oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda 595 nm’de
absorbanslart okundu. Okunan absorbans degerlerinden yararlanilarak protein

standart grafigi ¢izildi [79].
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Sekil 3.2. Protein standart grafigi

3.7. C. botulinum Tip A ATCC 7948’den Kismi Olarak Saflastirilan Proteaz
Enziminin Karakterizasyon Calismalari

3.7.1. Proteaz enziminin optimum sicakhi@inin ve kararhiiginin belirlenmesi

C. botulinum Tip A ATCC 7948’den saflastirilan proteaz enziminin optimum
sicakligini belirlemek icin 500 ul seyreltik enzim ¢ozeltisinin lizerine 2500 pl pH 8
Tris-HCI tamponunda hazirlanmis %0,6’lik kazein ¢ozeltisi eklendi. 20 °C’den 70
%C’ye kadar olan sicaklik araliginda su banyosunda yarim saat bekletildi. Her bir
sicaklik degeri icin boliim 3.6.2°de anlatildigr gibi aktivite testi yapildi [78]. Enzim
sicaklik profili grafiginin ¢iziminde en yliksek aktivitenin gézlendigi sicaklik degeri

100 olarak kabul edildi.

Proteazin sicaklik kararliliginin belirlenmesi i¢in 50 pl enzim ¢ozeltisi, 950 pl pH 8
Tris HCI tamponuyla seyreltildi. 40 °C’de 3 saat inkiibasyona birakildi ve yarim
saatte bir aktivitesine bakildi. 50 °C’de 2 saat inkiibasyona birakildi ve 20 dakikada
bir aktivite testi yapildi. 60 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi ve 10 dakikada bir

aktivitesine bakildi. Son olarak da 70 °C’de yarim saat inkiibasyona birakildi ve 5
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dakikada bir aktivite tayini yapildi [78]. Sonuglarin grafik ¢iziminde inkiibasyondan
onceki aktivite miktar1 100 kabul edilip inkiibasyon sonrasi elde edilen degerler ise

kalan aktivite ylizdesi olarak ifade edilmistir [81].

3.7.2. Proteaz enziminin optimum pH ve kararlih@inin belirlenmesi

Proteaz enziminin pH profilinin belirlenmesi i¢in 500 pul seyreltik enzim ¢ozeltisi ve
Cizelge 3.1°de gosterilen tamponlarin 2500 pl’si ile hazirlanan % 0,6’lik kazein
cozeltisi karigtirldi. Yarim saat 38 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 bélim
3.6.2°de verilen yonteme gore aktivitelerine bakildi [78]. Enzimin pH profili
ciziminde en yiiksek aktivitenin gozlendigi pH degeri 100 olarak kabul edildi.

Cizelge 3.1. Enzimin optimum pH ve kararliliginin belirlenmesinde kullanilan

tamponlar
pH Tampon
4-5 Glisin-HCI
6 KH,PO4-K,HPO,
7-8 Tris- HC1
9-10-11-12 | Glisin-NaOH

Proteaz enziminin pH kararliliginin belirlenmesi i¢in 100 pl enzim ile Cizelge 3.1°de
verilen tamponlarin 400 ul’ si karistirildi. 38 °C’de 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyon
oncesi ve sonrasi boliim 3.6.2°de verilen yonteme gore aktivitelerine bakildi [78].
Enzimin pH stabilitesi grafiginin ¢iziminde farkli pH degerlerinde inkiibasyondan
onceki aktivite miktar1 100 olarak kabul edildi ve inkiibasyon sonrasi elde edilen

degerler kalan aktivite yiizdesi olarak ifade edildi.
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3.7.3. Proteaz enzimi iizerine metal iyonlarinin etkisinin belirlenmesi

K*, Na*, Ca®™, Mg*, Cu*, Ni**, Sn*, Co™, Zn®, Sr**, Cd*, Fe**, ve AI'*
iyonlarinin C. botulinum Tip A ATCC 7948’den saflastirilan proteaz enziminin
akivitesine etkisini incelemek icin 0,05 M pH 8 Tris-HCI tamponuyla son
konsantrasyonlart 2 ve 5 mM olacak sekilde cozeltileri hazirlandi. 50 pl enzim
¢Ozeltisinin lizerine 450 pl hazirlanan ¢ozeltilerden eklendi. Oda sicakliginda 1 saat
inkiibasyona birakildi. I¢inde metal iyonu bulunmayan bir &rnek ise ayni sartlarda
inkiibe edildi. Siire sonunda boliim 3.6.2°de verilen yontemle aktivitelerine bakildi
[78]. Inkiibasyondan sonra kontrol numunesinin aktivitesi 100 olarak kabul edildi ve

metal iyonu iceren 6rneklerin aktivitesi kalan aktivite olarak hesaplandi [81].
3.7.4. Proteaz enziminin dogal substratlara olan 6zgiinliigiiniin belirlenmesi

Saflagtirilan proteazin dogal substratlara olan 6zgiinliiglinii belirlemek i¢in kazein,
soya fasulyesi unu, sigir serum albiimin (BSA) ve jelatin kullanildi. Bu substratlarin
0,05 M pH 8 Tris-HCIl tamponunda %0,6’lik ¢ozeltileri hazirlandi. 500 pl enzim
¢oOzeltisinin lizerine 2500 pl hazirlanan ¢ozeltiler eklendi ve bdolim 3.6.2°de
anlatildig1 gibi aktivitelerine bakildi [78]. Kazeinin aktivitesi 100 olarak kabul edildi

ve diger substratlarla 6l¢iilen aktiviteler kalan aktivite olarak ifade edildi [82].

3.7.5. Proteaz enzimi iizerine organik coziiciilerin etkisinin belirlenmesi

Proteaz enziminin organik ¢oziiciiler varliginda aktivitesindeki degisimleri incelemek
icin aseton, butanol, hekzan, etanol, metanol, propanol ve DMSO c¢oziiciilerinin 1
ml’si ile 0,05 M pH 8 Tris-HCI tamponunun 3 ml’si karigtirildi. 50 pl enzim
¢Ozeltisinin {izerine 450 pl organik c¢oziiciilerin oldugu tampon cozelti eklendi. 38
C’de yarim saat inkiibasyona birakildi. Kor olarak da 50 pl enzim c¢ozeltisi iizerine
450 pl 0,05 M Tris- HCI eklendi. Siire sonunda bolim 3.6.2°de anlatilan yonteme
gore aktivitelerine bakild1 [78]. Kor olarak hazirlanan 6rnegin aktivitesi 100 olarak
kabul edildi. Inkiibasyon sonrasi elde edilen degerler kalan aktivite olarak ifade

edildi [81].
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3.7.6. Baz1 deterjan yiizey aktif maddelerin ve yiikseltgenlerin proteaz

enziminin aktivitesine etkisinin belirlenmesi

Saflagtirilan proteaz enzimine yiizey aktif maddelerin etkisini incelemek i¢in %1’lik
SDS (w/v), %1’lik Tween 80 (v/v), %I’lik Tripton X-100 (v/v) kullanildi.
Yiikseltgenlerin etkisini incelemek i¢in ise % 2’lik ve %5°lik H,O, (v/v) kullanildu.
Verilen ylizdeler 0,05 M pH 8 Tris HCI ¢ozeltisiyle hazirlandi. 50 pl enzim ¢ozeltisi
tizerine 450 pl hazirlanan ¢ozeltilerden konuldu ve oda sicakliginda 1 saat bekletildi.
Kor olarak 50 pl enzim ¢ozeltisi iizerine 450 ul 0,05 M pH 8 Tris-HCI tamponu
konuldu ve aym kosullarda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra boliim
3.6.2°de verilen yonteme gore aktivite tayini yapildi [78]. Kor olarak hazirlanan
ornegin aktivitesi 100 olarak kabul edildi ve inkiibasyon sonrasi elde edilen degerler

kalan aktivite olarak kabul edildi.

3.7.7. Amino asit inhibitorlerinin enzim aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi

Aminoasit inhibitdrlerinin proteaz enziminin aktivitesi {izerine etkisini incelemek
amaciyla PMSF (2 mM ve 5 mM), EDTA (2 mM ve 5 mM), DTT (2mM ve 5 mM)
ve %0,1’lik 2-merkaptoetanol (v/v) inhibitorleri kullanildi. EDTA, DTT ve 2-
merkaptoetanoliin ¢ozeltileri 0,05 M pH 8 Tris-HCl tamponunda hazirlanirken,
PMSF’nin ¢ozeltisi %96’lik etanolde hazirlandi. 50 pl enzim ¢dzeltisinin iizerine
hazirlanan ¢ozeltilerden 450 pl eklendi ve oda sicakliginda 1 saat bekletildi. Kor
olarak da 50 pl enzim ¢ozltisine 450 ul 0,05 M pH 8 Tris-HCI tamponu eklendi ve
ayn1 kosullarda inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra bdliim 3.6.2’de anlatildig1 gibi
aktivitelerine bakild1 [78]. Kor olarak hazirlanan 6rnegin aktivitesi 100 olarak kabul

edildi ve diger orneklerin aktiviteleri kalan aktivite olarak degerlendirildi.
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3.7.8. Proteaz enziminin Michaelis Menten Kkinetik parametrelerinin

belirlenmesi

C. botulinum Tip A ATCC 7948’den saflastirilan proteaz enziminin kazein
varliginda kinetik sabitlerinin (K, ve V) belirlenmesi i¢in enzim ¢dzeltisi, 0,2-2
mg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda hazirlanmis kazein igeren 2,5 ml substrat
cozeltisi ile karigtirildi ve 38 °C’ de 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
bolim 3.6.2°de anlatidigi gibi aktivitelerine bakildi [78]. Sonuglara bagli olarak

Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi ve kinetik sabitleri (K, ve Vy,) hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. Proteaz Enziminin Uretimi

Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den maksimum proteaz eldesi Cizelge

4.1°de verilen besiyerinde gerceklestigi gdzlenmistir.

Cizelge 4.1. Proteaz enzimi {iretimi i¢in kullanilan besiyeri

Bilesen Miktar (%)
Tripton 1
Pepton 1
Maya ekstrakti 0,5
Coziinebilir 0,1
nisasta

CH3COONa 0,3
L-sistein 0,05
Sodyum 0,03
tiyoglikolat

NaCl 0,5
Glukoz 1

C. botulinum Cizelge 4.1°de verilen besiyerinde 37 °C sicaklikta 16, 20, 24 saatlik

inkiibasyona birakilmistir. En 1yi sonug 20 saatlik ¢cogalmada goriilmiistiir.
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Cizelge 4.2. Inkiibasyon siirelerine bagli olarak ham ekstraktin aktiviteleri

Saat Ham ekstraktin aktivitesi
(U/ml)

16 204,74

20 238,96

24 224,21

4.2. Proteaz Enziminin Saflastirilmasi

Biyiitilen C. botulinum Tip A ATCC 7948’in {rettigi proteaz enziminin
saflastirilmasinda ilk basamak olarak amonyum siilfatla ¢oktiirme islemi yapidi.
Ornek %85°lik amonyum siilfatla tuzlandiktan sonra bir gece +4 °C’de bekletilip
santrifiijlendi. Cokelekler sirasiyla pH’s1 7, 8, 9 ve 10 olan tamponlarda ¢oziildi ve
ayni tamponlara karsi diyalizlendi. Diyaliz sonucunda alinan &rneklerin bolim
3.6.2°de verilen yonteme gore aktivitelerine bakildi ve en iyi sonucun pH 8’de

¢oziilen ve diyalizlenen 6rnekte oldugu goriildii.

Cizelge 4.3. Kullanilan tamponun pH’sina gore enzim aktiviteleri

pH  Aktivite (U/ml) ‘

7 299
8 354
9 255
10 198

pH 8 Tris-HCl tamponunda diyalizlenen 6rnek DEAE seliilloz anyon degistirici
kolona verildi. Ornek kolondan 4 ml/min akis hiziyla ayrilarak 90 saniye araliklarla 3
ml’lik fraksiyonlar halinde toplandi. Her bir fraksiyonun boliim 3.6.2°de ve 3.6.4’te
anlatilan yontemlere gore aktivite ve protein miktar1 tayini yapildi [78]. Saflagtirma
adimlarina ait sonuglar Sekil, DEAE iyon degisimi kromatografisine ait aktivite

grafigi ile kromatogram Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de verilmistir.



Cizelge 4.4. Proteazin saflastirilma basamaklar1 sonuglari

Ham 262 62608.9
ekstrakt

352,44 177,86 100 1

% 85 17 6018
(NH4)2S04
¢oktiirmesi

ve diyaliz

24,17 248,19 9,6 1,4

DEAE 10 3835
seliilloz

anyon

degistirici

kolon

5.9 650 6,12 3,67
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Sekil 4.1. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den DEAE seliiloz iyon degisim
kromatografisiyle kismi olarak saflastirilan proteaz enziminin aktivite-
absorbans grafigi

Sekil 4.2. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan
proteaz enziminin DEAE seliiloz anyon degistirme kromatogrami

DEAE seliiloz iyon degistirme kromatografisi sonucunda toplanan fraksiyonlardan
13., 14. ve 15. de aktivite gozlendi. Saflagtirma sonucunda enzim 3,67 kat %6,12
verimle elde edildi. Saflastirilan enzimin toplam aktivitesi 3835 U, spesifik aktivitesi

ise 650 U/mg olarak tespit edildi.
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4.3. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den Kismi Olarak Saflastirilan
Proteaz Enziminin Karakterizasyonu

4.3.1. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan

proteaz enziminin optimum sicakhik sonuclari

Proteazin sicaklik profilini belirlemek amaciyla enzim 20-70 °C arasindaki
sicakliklarda yarim saat inkiibe edildi ve her bir sicaklik degeri i¢in boliim 3.6.2°de

anlatilan yonteme gore aktivite testi yapildi [78]. En yiiksek aktivitenin 50 °C’de

oldugu goriildii.

120

100 -+
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Bagil Aktivite (%)
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Sekil 4.3. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan
proteaz enziminin sicaklik profili

4.3.2. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan

proteaz enziminin sicaklik stabilitesi

Sicakligin enzim aktivitesi {izerine etkisinin incelenmesi amaciyla 6rnek 40 °C ile 70
OC sicakliklar arasinda inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan oénce ve sonra boliim
3.6.2°de anlatildig1 gibi aktivitelerine bakild1 [78]. Inkiibasyondan 6nceki aktivite
miktar1 100 kabul edilip inkiibasyondan sonra elde edilen degerler kalan aktivite

olarak degerlendirildi. Enzimin 40 °C’de aktivitesini 3 saat kouyabildigi gozlendi. 50
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C’de aktivitesinin yarisii 80. dakikadan sonra kaybettigi gorildii. 60 °C’de 45.
dakikada enzim aktivitesinin yaklasik %25’ini korudugu ve ilerleyen dakikalarda
aktivitesinin hizla azaldig1 belirlendi. 70 °C°de ise 30. dakikada aktivitenin yalnizca

%4 tintin kaldig1 gézlendi.
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Sekil 4.4. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan
Y
proteaz enziminin sicaklik stabilitesi

4.3.3. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan

proteaz enziminin optimum pH sonuclar:

Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den saflastirilan proteaz enziminin {izerine
pH’nin etkisini belirlemek i¢cin pH 4’den 12’ye kadar genis bir aralikta bolim
3.6.2°de verilen yonteme gore aktivite tayini yapilmistir [78]. Enzim aktivitesinin pH
4-8 arasinda bir artig gosterdigi, pH 8’de ise en yliksek aktiviteye ulastig
gozlenmistir. pH 8’den sonra ise gittikce azalan bir aktivite egiliminde oldugu

gozlenmistir. Optimum pH 8 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.5. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflagtirilan
proteaz enziminin pH profili

4.3.4. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan

proteaz enziminin pH stabilitesi sonuclar

pH’ nin Clostridium  botulinum Tip A ATCC 7948’den saflastirilan proteaz
enziminin stabilitesine etkisini incelemek amaciyla proteaz enzimi pH’s1 6 ila 12
olan tamponlarda 38 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon 6ncesinde ve
sonrasinda bolim 3.6.2.°de anlatilan yonteme gore aktivite tayini yapilmistir [78].
38 °C’de 1 saat inkiibasyon sonucunda enzim, aktivitesinin pH 6,7 ve 8’de biiyiik bir
kismint korudugu go6zlenmistir. pH arttikga enzimin kararliliginda bir azalig

gozlenmistir. Enzim pH 12” de aktivitesinin %40’ 1n1 kaybetmistir.
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Sekil 4.6. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan
proteaz enziminin pH stabilitesi

4.3.5. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan

proteaz enzimine baz1 metal iyonlarinin etkisi

Metal iyonlarimin proteaz aktivitesine etkisini incelemek amaciyla K*, Na*, Ca™,
Mg**, Cu**, Ni**, Sn**, Co™*, Zn**, Sr**, Cd**, Fe¥, ve AI’* iyonlar kullanilmistir.
Iyonlarin 2 ve 5 mM’lik ¢ozeltileri hazirlamp enzim ¢ozeltisiyle 1 saat oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmis, inkiibasyon sonucunda Orneklerin boliim
3.6.2°de belirtilen yonteme gore aktivitelerine bakilmistir [78]. 2 ve 5 mM’lik
CdCl, ve SnCl, ¢ozeltileri enzimi inhibe ettigi gozlenmistir. CaCl,, CoCl,, MgCl, ve
NiCl, ¢ozeltilerinin her iki konsantrasyonuda enzim aktivitesinde bir artisa neden
oldugu tespit edilmistir. Enzimin en yiiksek aktivitesi yaklasik %30’luk artigla ZnCl,
iin her iki konsantrasyonunda da goézlenmistir. KCI’in 2 mM’lik ¢6zeltisi enzim
bagil aktivitesini %6 artirirken, 5 mM’lik ¢ozeltisi enzim bagil aktivitesini %28
azalttign goriilmiistiir. AICl;, FeCl;, NaCl ve SrCl, cozeltilerinin ise enzim

aktivitesine bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir.
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Sekil 4.7. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan
proteaz enzimine bazi metal iyonlariin etkisi

4.3.6. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan

proteaz enzimine dogal substratlarin etkisi

Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948den saflastirilan proteaz enziminin dogal
substratlara kars1 spesifitesini belirlemek i¢in %0,6’lik (w/v) kazein, BSA, jelatin ve
soya fasulyesi unu ¢ozeltileri hazirlandi. Enzimin maksimum aktiviteyi kazeine kars1
gosterdigi gozlendi. Kazeinin aktivitesi 100 kabul edilip diger substratlarin aktivitesi

en yuksek aktiviteyi veren substrata gore bagil olarak hesaplandi.
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Cizelge 4.5. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948 den kismi olarak saflastirilan
proteaz enziminin dogal substratlara kars1 spesifitesi

Substratlar (%0,6 w/v)  Bagil aktivite

Kazein 100
Jelatin 59
Soya fasulyesi unu 42
BSA 83

4.3.7. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan

proteaz enzimine organik ¢oziiciilerin etkisi

Clostridium  botulinum Tip A ATCC 7948’den saflastirilan proteaz enziminin
organik ¢oziiciiler varliginda kararliligini incelemek amaciyla etanol, metanol, 2-
propanol, DMSO, n-butanol, aseton ve hekzan kullanildi. Enzim ¢6zeltisi organik
¢oziiciiler varliginda 38 °C’de yarim saat inkiibe edildi. Kor olarak da sadece enzim
cozeltisi ayni sartlarda inkiibasyona birakildi. Kor olarak hazirlanan numunenin
aktivitesil00 kabul edilip, diger drneklerin kore gore bagil aktiviteleri hesaplandi.
Etanol, metanol, DMSO, 2-propanol, ve asetonun enzim aktivitesini korudugu
gozlendi. n-butanoliin enzimi %39, hekzanin ise %23 oraninda inhibe ettigi goriildii.

Genel olarak enzimin organik ¢dziiciilere karsi stabil oldugu belirlendi.
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Sekil 4.8. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflagtirilan
proteaz enzimine organik ¢oziiciilerin etkisi

4.3.8. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan
proteaz enzimine baz1 deterjan yiizey aktif maddelerin ve

yiikseltgenlerin etkisi

Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den saflastirilan proteaz enzimine yilizey
aktif maddelerin etkisini incelemek i¢in %1°lik SDS (w/v), %1°lik Tween 80 (v/v),
%1°lik Triton X-100 (v/v), ve yiikseltgenlerin etkisini incelemek i¢in ise % 2’lik ve
%5’lik H,O, (v/v) kullanmilmistir. Triton X-100 varliginda enzimin aktivitesi
yaklasik % 32 artarken Tween 80 ve SDS enzimin aktivitesini kismen korumustur.
Yiikseltgen reaktiflerden olan %2’°lik ve %5’°lik H>O, varliginda enzim aktivitesinde

artis oldugu gozlenmistir.
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Cizelge 4.6. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948 den kismi olarak saflastirilan
proteaz enzimine bazi deterjan ylizey aktif maddelerin ve
yiikseltgenlerin etkisi

Deterjan katka Bagil aktivite (%)
maddeleri

%]1 Triton X-100 132

%1 Tween 80 106

%1 SDS 98

Yiikseltgen reaktifler

%2 H,O, (v/v) 115
%5 HzOz (V/V) 123
Kontrol 100

4.3.9. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan

proteaz enzimine amino asit inhibitorlerinin etkisi

Clostridium  botulinum Tip A ATCC 7948’den saflastirilan proteaz enzimi
aktiviteden sorumlu amino asitlerin belirlenmesi amaci ile fenilmetilsiilfonilfloriir
(PMSF), etilendiamin tetra asetik asit (EDTA), ditiyotreitol (DTT) ve 2-
merkaptoetanol varlginda oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi. Kor olarak
igerisinde amino asit inhibitorii bulundurmayan 6rnek de ayni sartlarda inkiibe edildi.
Aktivite testi sonrasinda kor ornegin aktivitesi 100 kabul edilip, diger ornekler kore
gore bagil aktivite olarak belirlendi. Enzimin 2 mM EDTA varliginda aktivitesinin
%88’ini, 5 mM varliginda ise aktivitesinin %91’ini kaybettigi goriildii. 2 mM ve 5
mM PMSF varliginda ise sirasi ile %18 ve %30 oraninda aktivitenin kayboldugu
gozlendi. 2 ve 5 mM DTT varliginda enzim aktivitesi artarken, 2-merkaptoetanol

varliginda ise aktivitenin korundugu tespit edildi.

2 ve 5 mM EDTA varliginda enzim aktivitesinin biiylik bir kisminin kaybolmasi

enzimin metaloproteaz oldugunu gdstermektedir.
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Cizelge 4.7. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan

proteaz enzimine bazi amino asit inhibitorlerinin etkisi

Amino asit Kalan aktivite (%)
inhibitorleri
EDTA (2 mM) 12
EDTA (S mM) 9
PMSF (2 mM) 82
PMSF (5 mM) 70
DTT (2 mM) 105
DTT (5 mM) 107
2-merkaptoetanol 98
Kontrol 100

4.3.10. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan

proteaz enziminin Michaelis Menten kinetik parametreleri

Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan proteaz

enziminin Michaelis

kullanilarak hesaplanmistir. Km ve Vmak sirasi ile 0,29 mg/ml, 0,73 pmol.ml™". dak

olarak belirlenmistir.

Menten kinetik parametreleri

Lineweaver-Burk grafigi



0,022
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Sekil 4.9.
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y=0,0022x+0,0076
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Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948 den kismi olarak saflastirilan
proteaz enziminin kazein substratiyla elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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5. TARTISMA VE DEGERLENDIRME

Yapilan ¢alismada Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den proteaz enzimi
kismi olarak saflastirilmis ve karakterizasyon islemleri yapilmistir. Clostridium
botulinum Tip A ATCC 7948 uygun besiyerinde ¢ogaltilmis ve hiicre dis1 enzim
salmimi gerceklestirilmistir. Ham ekstrakta %85 amonyum siilfat ¢oktiirmesi
uygulanmistir. Amonyum stilfatlanan 6rnege diyaliz islemi uygulanarak enzim %9,6
verimle 1,4 kat saflastirilmistir. Saflastirma islemine pH 8 Tris HCI tamponuyla
dengelenmis DEAE seliilloz anyon degistirici kolon kromatografisiyle devam
edilmistir. Kromatografi sonucunda enzim %6,12 verimle 3,67 kat saflagtirilmigtir
(Cizelge 4.4). Verimin bu kadar diisik olmasi amonyum siilfatin enzimin ve
proteinlerin yapisint bozmasindan dolay1 oldugu diisiiniilmiistiir. Amonyum siilfatla
coktiirme yerine diger c¢Oktiirme tekniklerinden biri olan aseton ile c¢oktiirme
denenmis fakat sonucun degismedigi gozlenmistir. Ayrica ¢alisma ortaminin pH ve
sicakligi, enzime ortamdaki diger maddelerin bozucu etkide bulunmasi gibi faktorler

de enzimin safligin1 etkiledigi diistiniilmiistiir.

Literatiirdeki diger caligmalar incelenmis ve Alam ile arkadaslar1 Clostridium sp.’
den ekstraseliiler proteaz enzimini saflastirmiglardir. Saflastima islemlerinde
amonyum siilfatla ¢oktiirme, diyaliz ve Sephadex G-100 jel filtrasyon
kromatografisini kullanarak enzimi %26 verimle 12,7 kat saflagtirmiglardir [61].
Dasgupta ve arkadaslar1 Clostridium botulinum’dan proteaz enzimini saflastirma
islemini amonyum siilfat ¢oktiirmesi, QAE- Sephadex ve  Sephadex G-100
kromatografileriyle yapmislardir ve enzimi % 18 verimle saflagtirmiglardir [54].
Manni ve arkadaslar1 Bacillus cereus SV1°den proteaz enzimini ultrafiltrasyon,
Sephacryl S-200 jel filtrasyon kromatografisi ve DEAE seliilloz iyon degisim
kromatografisiyle %28 verimle 6 kat saflagtirmiglardir [83]. Yapilan ¢alisma bu
caligmalarla kiyaslandiginda verimin ve saflagtirma katsayisinin daha diisiik oldugu
goriilmektedir. Dekleva ve arkadaslart C. botulinum Tip A ’dan proteaz enzimini

QAE-Sephadex Q-50, Sephadex G-100 ve CM-Sephadex C-50 kolonlariyla %5
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verimle 1,083 kat saflastirmiglardir [S1]. Yapilan ¢alisma da bu calismaya gore daha

iyi bir verimle saflagtirilmistir.

Saflagtirilan enzimin o6zelliklerini belirlemek amaciyla karakterizasyon calismasi
yapilmistir. Bu amacla enzimin optimum pH ve sicakligi tespit edilmistir. Aym
zamanda enzime metal iyonlarinin, dogal substratlarin, organik ¢oziiciilerin, deterjan
ylizey aktif maddelerin, ylikseltgenlerin ve amino asit inhibitorlerinin etkisi

incelenmistir.

Enzimin en Onemli karakteristik Ozelliklerinden biri optimum pH ve optimum
sicakliktir. Calismamizda kismi olarak saflastirilan proteaz enziminin maksimum
aktivite gosterdigi pH 8 olarak bulunmustur. pH 9 ve 10’da ise aktivitelerinin
birbirine yakin oldugu, pH arttik¢a aktivitenin azaldig1 gézlenmistir. Enzim pH 8’de
ve 38 °C’de 1 saat boyunca aktivitesinin %98’ini korumustur. pH 10’da ise
aktivitesinin yaklasik % 40’11 kaybetmistir. Manni ve arkadaslar1 Bacillus cereus
SV1’den saflastirdiklar1 metaloproteazin optimum pH’ 11 8 olarak tespit etmislerdir.
Enzim pH 8,5, 9 ve 9,5’te ve 30 %C’de 15 dakika boyunca aktivitesinin hemen hemen
tamamin1 korumustur [83]. Kim ve arkadaslar1 Bacillus cereus KCTC 3674 ten
saflagtirdiklar1 metaloproteazin optimum pH’ 1n1 8 bulmuslardir [84]. Wang ve
arkadaglar1  Bacillus sp. TKUO004’ten organik ¢oziicii stabil metaloproteaz
saflagtirmiglar ve enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH’1 6-8 bulmuslardir [85].

Markaryan ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada Aspergillus fumigatus’tan
metaloproteaz enzimini saflastirmislar ve optimum pH’sin1 8 olarak bulmuslardir.
Enzim pH 8’de 60 °C’de 1 saat boyunca aktivitesinin yarisim korumustur [86].
Windle ve arkadaslar1 Helicobacter pylori’den saflastirdiklar1 metaloproteazin
maksimum aktivite gosterdigi pH’1 8 olarak tespit etmislerdir . Sundararajan ve
arkadaglar1 Bacillus cereus VITSNO4’ ten saflastirdiklar1 proteazin optimum pH’ i1
8 olarak tespit etmislerdir. Enzimin pH 8 ve 9 arasinda 37 °C’deki inkiibasyonundan
sonra stabil kaldigni belirtmislerdir [74]. Literatiirdeki bu ¢alismalarin optimum pH’
1 tez kapsaminda saflagtirilan proteazin optimum pH’iyla uyumlu oldugu

gorilmiistiir.
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Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan proteazin
optimum sicakligimin 50 °c oldugu tespit edilmistir. Croux ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢alismada Clostridium acetobutylicum ATCC 824’ ten metaloproteaz
saflagtirmislar ve enzimin en vyilksek aktiviteyi 45-50 °C’ de gdsterdigini
belirtmislerdir [51]. Rufo Jr ve arkadaslart Bacillus subtilis’ten saflastirdiklari
metaloproteazin optimum sicakligii 50 °C olarak bildirmislerdir [88]. Thys ve
Brandelli tarafindan Microbacterium sp.” den saflastirilan metaloproteazin optimum
aktivitesinin 50 °C oldugu bildirilmistir [89]. Ghorbel ve arkadaslar1 Bacillus cereus
BG1’den saflastirdiklari proteazin optimum sicakhigimi Ca®* iyonlar1 varliginda ve
yoklugunda sirastyla 60 °C ve 50 °C olarak belirtmislerdir [90]. Xu ve arkadaslar
Bacillus cereus WQ9-2’den saflastirdiklar1 organik ¢6ziicii stabil proteazin optimum

pH’ sim 50 °C olarak yaymlamuslardir [91].

Calismamizda kismi olarak saflastirilan proteazin sicaklik kararliligi incelendiginde
3 saat boyunca 40 °C’de enzimin kararlihigim korudugu gézlenmistir. 50 °C’de ise 2
saatin sonunda enzim, aktivitesinin yaklagik %60’ 11 kaybetmistir. Enzim 60 °C’de
20 dakikada aktivitesinin %38’ini koruyabilmistir. Enzim 70 °C’de ise 30 dakika
sonunda aktivitesini yitirmistir. Enzimin sicaklik kararliligi incelendiginde diisiik
sicakliklarda aktivitesini koruyabildigi goriilmiis fakat sicaklik ylikseldikce
aktivitesinin diistiigli sonucuna varilmistir. Singh ve arkadaslarinin yaptiklar
calismada Bacillus sp SSR1’den saflastirdiklar1 proteazin 40 °C’de 6 saat boyunca
aktivitesinin tamamim korudugunu, 50 ve 60 °C’de ise sicakligin arttikga aktivitede
diisiis oldugunu belirtmislerdir [92]. Bayoudh ve arkadaslart Pseudomonos
aeruginosa MN’den saflastirdiklari proteaz enziminin 70 °C’de 15 dakika
inkiibasyonu sonunda aktivitesinin yaklasik %85’ini kaybettigini yaymlamislardir
[93]. Literatiirde olan bu c¢alismalar ile tez kapsaminda yapilan Clostridium
botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan proteaz enziminin

sicaklik kararlilig1 sonuglart birbiriyle uyumludur.

Kismi olarak saflastirilan proteazin katalitik bdlgesini belirlemek amaciyla enzim
amino asit inhibitdrleriyle muamele edilmistir. Metaloproteaz spesifik inhibitdrii olan

EDTA ile aktivitesinin kaybolmasi saflagtirilan enzimin metaloproteaz ailesinden
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oldugunu gostermistir. Ayni1 zamanda enzimin 2 ve 5 mM’ lik PMSF ile inkiibasyonu
sonucunda sirayla %18 ve % 30 oraninda aktivitesini kaybetmesi aktif merkezin
yakininda serin kalintilarinin oldugu sonucunu ortaya ¢ikarmistir. Enzimin DTT ve
2-merkaptoetanolden etkilenmemesi sistein proteaz olmadigini kanitlamistir. Alam
ve arkadaslar1 Clostridium sp.’den ede ettikleri proteazin 1 mM’lik EDTA ile
aktivitesinin %84’linli, 5 mM’lik PMSF ile %90’ kaybettigini belirtmislerdir. Bu
sonugtan yola cikarak saflastirdiklar1 enzimin metaloproteaz oldugunu ve aktif
merkezinde ise serin kalintilarinin varhigimi tespit etmislerdir [65]. Manni ve
arkadaslar1 Bacillus cereus SV1’den saflastirdiklar1 proteazin EDTA ile %100,
PMSF ile %30 oraninda aktivitesini kaybettigini bildirmislerdir. Bu sonuclarin
saflastirdiklar1 enzimin metaloproteaz oldugunu ve aktif merkezde serin kalintilarinin
varligin1 gosterdigini yayinlamislardir [83]. Bu verilerin Clostridium botulinum Tip
A’dan  saflagtirilan proteaz ile uyumlu oldugu goriilmistir. Markaryan ve
arkadaslarinin Aspergillus fumigatus’tan saflastirdiklar1 proteaz EDTA ile %100
inhibisyona ugrarken, PMSF, antipain, kimostatin ve pepsatinin enzim tiizerinde bir
etkisinin olmadigin1 yayinlamislardir. Boylece saflagtirdiklar1 enzimin metaloproteaz
ailesinden oldugunun sonucuna varmiglardir [86]. Wang ve arkadaglar1 Bacillus sp.
TKUO004’ten elde ettikleri proteazin 5 mM EDTA ile aktivitesinin tamamini
yitirdigini ve saflagtirdiklar1 enzimin metaloproteaz oldugunu bildirmislerdir [85].
Wang ve arkadaslart Chryseobacterium indologenes TKUO14’ten 3 ayn
ekstraselliiler proteaz saflastirmislar ve tigliniinde EDTA ve 1,10 fenantrolin ile
kuvvetlice inhibe oldugunu bulmuslardir. PMSF’nin ise enzimlerin {izerinde fazla
etkisinin olmadigini bildirmislerdir. Enzimlerin metal selatorii EDTA ve Zn-spesifik
selatorii 1,10 fenantrolin ile inhibe olmasi Zn-metaloproteaz olarak karakterize

edilmesine neden olmustur [94].

Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan
metaloproteazin metal iyonlar1 varliginda aktivitesi incelendiginde 2 ve 5 mM’lik
Zn**, Ca®™, Co®*, Mg”* ve Ni** iyonlarinin enzim aktivitesi iizerinde aktivator etkisi
gosterdigi tespit edilmistir. A, Fe**, Na* ve Sr** iyonlarimin enzim aktivitesi
{izerine bir etkisi olmazken Cd** ve Sn** iyonlar1 her iki konsantrasyonda da enzimi

inhibe etmistir. Saflastirilan proteazin Ca®*, Co**, Mg** ve Ni** ile aktivitesinin
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artmasi bu metallerin substratin enzimin baglanma bdlgesine olan ilgisini artirdigini
gostermistir. Croux ve arkadaslarinin Clostridium acetobutylicum ATCC 824’ten
saflagtirdiklar1 metaloproteazin 1 mM Zn**, Ca®*, Mn** ve Ag® iyonlar varliginda
enzim aktivitesi iizerinde etkisinin olmadigmni 1 mM Co?* iyonu varhiginda aktivitede
%33’liik bir artis gozlendigini bildirmislerdir [55]. Dekleva ve Dasgupta tarafindan
Clostridium botulinum Tip A’dan saflagtirilan metaloproteazin Ca®*, Zn**, Mg*",
Ni** ve Cr** iyonlari varhgmnda aktivitesinin arttigi, Cu®* iyonununda aktivite
tizerinde bir etkisinin olmadig1 belirtilmistir [51]. Jin ve arkadaslarinin 1996 yilinda
Clostridium perfringens tip B NCIBI 10691°den saflastirdiklart metaloproteazin 2,5
mM Zn**, Co®™* ve Mn*' ile aktivitesinin arttigi, Mg>* ve Co®* iyonlarmdan
etkilenmedigi tespit edilmistir [57]. Literatiirde olan bu calismalar ile Clostridium
botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan proteaz ilizerine metal

iyonlarinin etkisi benzerlik gostermistir.

Calismada kismi olarak saflastirilan proteazin dogal substratlara kars1 gosterdigi ilgi
incelendiginde en iyi sonucu kazeine, daha sonra sirasiyla BSA, jelatin ve soya
fasulyesi ununa kars1 vermistir. Lee ve arkadaslart Bacillus sp. SCB-3’ten izole
ettikleri keratinolitik metaloproteazin kazein, kollajen, elastin ve keratine kars1 olan
ilgisini incelemisler ve enzimin kazeine kars1 yiiksek bir spesifiteye sahip oldugunu
rapor etmislerdir [95]. Wang ve arkadaslar1t Chryseobacterium indologenes
TKUO14’ten saflastirdiklar1 3 ayr1 metaloproteazin (P1, P2, P3) ayrn ayr1 dogal
substrat spesifitesini arastirmislardir. Ugiiniinde kazeine kars1 gdsterdigi aktivite en
yiiksek oldugunu, fakat albiimin ve fibrine karsi hi¢ ilgilerinin olmadigini tespit
etmislerdir. P1, P2, ve P3’iin elastini sirasiyla %75,%40 ve %86 oraninda hidroliz
ettigini rapor etmislerdir [94]. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948 den kismi
olarak saflastirilan metaloproteazin incelenen calismalarda ki gibi en 1iyi spesifiteyi

kazeine kars1 gosterdigi belirlenmistir.

Calismada kismi olarak saflastirilan proteazin organik ¢oziicliler varliginda stabilitesi
incelendiginde etanol, metanol, 2-propanol, DMSO ve asetona kars1 kararliligin
strastyla %103, %106, %100, %96 ve %97 oraninda korudugu goézlenmistir. n-

butanol ve hekzanin ise enzimi sirasiyla %39 ve %23 oraninda inhibe ettigi
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goriilmistiir. Bu sonuglara dayanarak enzimin organik ¢oziicii stabil oldugu
kararlastirilmigtir. Enzimin organik ¢6ziicii stabil olmasi bir avantajdir. Ciinkii bazi
organik TUriinler suda kararsiz olmaktadir. Coziicli olarak su yerine organik
tirinlerden yararlanildigi durumlarda enzimlerin katalizor olarak kullanildigi zaman
daha saglikli sonuclar alinabilmektedir. Sousa ve arkadaslarinin Bacillus cereus’tan
saflastirdiklar1 metaloproteaz DMSO, izopropanol ve asetonitril varliginda
kararliligin1 korumustur [96]. Wang ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada Bacillus sp.
TKUO004’ten saflastirdigi metaloproteaz metanol, aseton, etanol, butanol, toluen,
N,N-dimetilformamid ve izoamil alkol varliginda aktivitesinin %65’ten fazlasini
korudugunu rapor etmislerdir [85]. Reddy ve arkadaslari Bacillus sp. RKY3’ten
saflastirdiklar1 proteazin etanol, DMSO, benzen, butanol, toluen ve aseton varliginda
aktivitesinin sirastyla %75, %93, %109, %37, %107, ve %34 oraninda korudugunu
bildirmislerdir [97]. Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’dan kismi olarak
saflastirilan proteazin organik ¢oziiciiler varliginda stabilitesi Bacillus sp. RKY3’ten

saflastirilan proteaza gore daha iyi oldugu tespit edilmistir.

Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflagtirilan proteazin
yiizey aktif maddeler ve yiikseltgenler varliginda etkilerini belirlemek i¢in Triton X-
100, Tween 80, SDS, %2’lik ve %5’lik H,O, kullanilmistir. Enzim yiizey aktif
maddelerden olan Triton X-100, Tween 80 ve SDS’e kars1 aktivitelerini sirasiyla
%132, %106 ve %98 oraninda korumustur. Yiikseltgen reaktiflerden olan %2’lik ve
%35’lik H,O, varliginda ise enzimin aktivitesinde %15 ve %23 oraninda artis
gozlenmistir. Bu sonuglar enzimin deterjanlarin bilesimlerinde bulunan ylizey aktif
maddeler ve yiikseltgenlere karsi dayanikli olabilecegini gostermistir. Doddapaneni
ve arkadaglarinin yaptigr calismada Bacillus cereus’dan yeni bir proteaz
saflagtirmiglar ve enzimin Triton X-100, Tween 80 ve SDS varliginda aktivitedeki
degisimi incelemislerdir. Enzimin %0,5’lik Triton X-100 ve Tween 80 varliginda
aktivitesi sirastyla %120 ve %60 oraninda arttigini, %0,5’lik SDS varliginda ise
aktivitesini korudugunu belirtmislerdir [72]. Bu sonuglar Doddapaneni ve arkadaglari
tarafindan Bacillus cereus’dan saflastirilan proteazin C. botulinum’dan saflastirilan
proteazdan Triton X-100 ve Tween 80 varliginda daha kararli oldugunu gostermistir.

Salamone ve arkadaslar1 Serratia marcescens’ ten saflagtirdiklar1 metaloproteazin
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%1’lik SDS varliginda aktivitesini korudugunu bildirmislerdir. %1°’lik Triton X-100
ve %1’lik Tween 20 varliginda ise %56 ve %31 oraninda aktivator etkisi gosterdigini
rapor etmislerdir [58]. Manni ve arkadaslar1 Bacillus cereus SV1’den saflastirdiklari
proteazin %1’lik Triton X 100 ve Tween 80 varliginda aktivitesini korudugunu,
%5’°lik H,0, varliginda ise aktivitenin yaklasitk %56 oraninda arttigin
belirtmislerdir [98]. Manni ve arkadaglarinin saflastirdigit proteaz %5’lik  H,O,
varhiginda bu c¢alismada saflastirilan proteaza gore daha iyi bir kararhilik
sergilemesine ragmen aymi kararlilignt ~ Triton X 100 ve Tween 80’¢ karsi

gosterememistir.

Calismada kismi olarak saflastirilan enzimin kazein varliginda Michaelis Menten
kinetik parametreleri (Km ve Vmak) Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak sirasi ile
0,29 mg/ml ve 0,73 pumol.ml'.dak’ olarak bulunmustur. Km enzim ile verilen
substratin karsilikli etkilesimlerini karakterize eden bir sayidir [1]. Km degeri ne
kadar kiiciikse enzimin substrata olan ilgisi o kadar biiyiiktiir. Literatiirde ki bazi
calismalarda saflastirilan proteazin Km ve Vmak degerleri Clostridium botulinum
Tip A ATCC 7948’den kismi olarak saflastirilan proteazin Km ve Vmak degerleri ile
karsilastirilmistir. Alam ve arkadaslar1t  Clostridium sp.’den saflagtirdiklari
ekstraselliiler proteazin 37 °C’deki Km degerini 6,6 mg/ml olarak tespit etmislerdir
[65]. Venter ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢aligmada siit iiriinlerinden izole ettikleri
Chryseobacterium indologenes 1x9a’dan proteaz saflastirmislar ve saflagtirdiklari
proteazin kazein varliginda Km ve Vmak degerlerini sirasiyla 0,813 mg/ml, 0,0154
U/mg olarak bulmuslardir [59]. Wang ve arkadaslar1 Bacillus sp. TKU004’ten
saflastirdiklar1 ¢oziicii stabil metaloproteazin Km ve Vmak egerlerini siras1 ile 2,98
mg/ml ve 0,14 U/ml olarak tespit etmislerdir [85]. Literatiirdeki bu caligmalar
incelendiginde Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den kismi olarak
saflagtirilan proteazin substrata olan ilgisinin daha ¢ok oldugu ve daha etkili katalitik

role sahip oldugu goriilmiistiir.

Ozetle ¢alismada Clostridium botulinum Tip A ATCC 7948’den amonyum siilfat
coktiirmesi ve DEAE seliiloz anyon degisim kromatografisiyle proteaz %6,12

verimle 3,67 kat saflastinlmustir. Saflastirilan enzimin 06zelliklerini belirlemek
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amaciyla karakterizasyon caligmalar1 yapilmistir. Enzimin optimum pH’1 8 optimum
sicakligr ise 50 °C’dir. Enzim pH 8’de aktivitesinin %98’ini 1 saat koruyabilmistir.
40 °C’de ise 3 saat boyunca aktivitenin yaklastk olarak tamamini korumustur.
Enzimin EDTA ile aktivitesinin biiylik bir kismin1 kaybetmis olmas1 metaloproteaz
ailesinden oldugunu gostermistir. Ayrica PMSF tarafindan da inhibe edilmesi
enzimin aktif merkezinin yakininda serin kalintilarinin oldugunu kanitlamistir.
Enzimin pH’indan dolay: alkalen metaloproteaz smifina dahildir. Enzim Zn?**, Ca®,
Co**, Mg** ve Ni** iyonlaryla aktive olmus, Al’*, Fe**, Na* ve Sr** iyonlarindan ise
etkilenmemistir. Cd** ve Sn** iyonlar1 da enzimi inhibe etmistir. Enzim dogal
substratlardan en iyi aktiviteyi kazeine kars1 gostermistir. Proteaz organik ¢oziiciiler,
yiizey aktif maddeler ve yiikseltgen reaktifler varliginda stabilitesini biiylik oranda
korumustur. Enzimin Km degeri incelendiginde substrata olan ilgisinin literatiirde

olan diger ¢aligmalara gore daha oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak; enzimin organik ¢dziiciiler ve ylizey aktif maddeler varliginda stabil
olmasi deterjan formiilasyonlarinda kullanilabilecegini gostermektedir. Fakat yiiksek

pH’da aktivitesini yitirmesi enzimin bu 6zelligi i¢in bir dezavantaj olusturmustur.
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