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OZET

Bu calismada fermentatif protein kaynaklar1 kullanilarak fibrinolitik proteaz enzimi
iireten suslarin izolasyonu, identifikasyonu ve optimizasyonu yapilmistir. izolasyonu
yapilan suslarin kati ve sivi enzim iiretim ortamlarinda yapilan analizler ile proteaz
aktivitesi belirlenmis ve en yiiksek aktivite gosteren sus secilmistir. Elde edilen sus fibrin
plate ve kanli agar iizerinde incelenmis ve yiiksek aktivite gOsterenler belirlenmistir.
Secilen sus 16S rRNA analizi ile tanimlanmistir. Secilen susun maksimum fibrinolitik
proteaz enzim iiretimi 60 °C ve pH 7,0’de goriilmiistiir. Enzim tiretimi i¢in kullanilan farkli
kiiltiir kosullarinda, en iyi karbon kaynaginin fruktoz, en iyi azot kaynaginin ise maya oziitii
ve pepton oldugu goriilmiistiir. MgSOs, CaClz, KH2POg4 bilesenlerinin enzim iiretimine
olumsuz etki gosterdigi goriilmiis ve MnClz, ZnC4HeO4 elementlerinin ise pozitif etki
olusturdugu gozlenmistir. Enzim tiretiminde kullanilacak optimum besiyeri bilesimi 0,5 g/l
ZnC4HeO4, 0,5 g/l MnClz, 14,22 g/l pepton, 11,190 g/l maya oziitii, 14,22 g/ fruktoz olarak

belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Sus izolasyonu, Proteaz, Fibronilitik enzim
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SUMMARY

Fibrinolytic Enzyme Production

In this study isolation, identification and optimisation of protease enzyme producing
strains from fermantative protein resources was investigated. The protease enzyme activity
of the isolated strains was determined by analyses performed on solid and liquid enzyme
production media and the strain with the highest activity was selected. The obtained strain
examined on the fibrin plate and blood agar and was selected having the highest activity.
The selected strain was identified by 16S rRNA analysis. The maximum fibrinolytic
enzyme production of the selected strains was observed at 60 °C and pH 7,0. In the different
culture conditions used for enzyme production, it has been found that the best carbon
source is fructose and the best nitrogen sources are yeast extract and pepton. MgSQO4, CaCl,
and KH>PO4 components were found to have a negative effect on the enzyme production
and MnCl,, ZnCsH¢O4 elements had a positive effect. The optimum nutrient composition
to be used in enzyme production was determined as 0,5 g/L. ZnC4HeO4, 0,5 g/ MnCly,
14,22 g/L peptone, 11,190 g/L yeast extract, 14,22 g/L fructose.

Key words: Strain isolation, Protease, Fibrinolytic enzyme



SEKILLER LISTESI

Sekil 1.1 Enzim KiSImIarinin OStEIIMIL ......eeeereuveeeeeiirieeesiireeeesiteeeeesrreeeessreeeeessseeeessssseeessssseeens 2
Sekil 1.2. Serin proteaz katalitik 1€akSiyONU.......ccuuuuuieiriiiiiiiiiiiiieee ettt eeeeeeriiee e e e eeeeeeeaaaaes 6
Sekil 1.3. Aspartik proteaz enzimi etki MEKaANIZMAST .......ccevvviuuuieeerieeiiiiiiiieeeeeeeeeerieeeeeeeeeeeeeaneens 7
Sekil 1.4. Sistein proteazlar katalitik etki mekanizmasi. ..........uuueeeriiiiiiiiiiiiene e eeeeeevveeeeen 8
Sekil 1.5. Metalloproteazlarin katalitik etki mekanizmast.........cooeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 9
Sekil 1.6. Streptokinaz ve alteplazin Karsilagtirilmast.........ccveeeeeecieeeeeriiieeeerieee e 14
Sekil 1.7. Fibrinolitik ilaglar ile plasminojenin aktivasyonu. .........c..eceeeeuveeeeeiirieeeesiinieeeeeeveeeeenns 144
Sekil 1.8. Alteplaz ve plasebonun hastalar tizerindeki etkileri..........ccoeuvuuuiiereririieiiiiiinnneeeereninnnnnn. 16
Sekil 1.9. Streptokinazin etki MEKANIZIMASL. ....cc.vvveeeeiiieeeeiiiieeeeeitieeeesitreeeeesteeeeessreeeeeessaeeeanns 166
Sekil 3.1. Skim milk kat1 besiyerinde suslarin olusturdugu agikliklar .............cccccvveieennnnnn. 344

Sekil 3.2. Kanli agar besiyerinde ton baligindan elde edilen susun olusturdugu agikligin goriintimii35

Sekil 3.3. Fibrin plate kat1 besiyerinde suslarin olusturdugu agikliklarin goriiniimii........................ 36
SeKil 3.4 FIlOZENEtK AGAC.....uuviiieeiiiieeeiiiieeeeiiiieeesiteeeeeeiteeeeesbreeeesareeeeessnsaeeeenssaeesesnssaesennnses 37
Sekil 3.5. Farkli karbon kaynaklarinin enzim aktivitesi iizerine olusturdugu etkiler ....................... 38
Sekil 3.6. Farkli azot kaynaklarinin enzim aktivitesi tizerine olusturdugu etkiler.............cc.ccoo....... 38
Sekil 3.7. Farkli kombine azot kaynaklarinin enzim aktivitesi tizerine olusturdugu etkiler-........... 400
Sekil 3.8. 1z elementlerin enzim aktivitesi iizerine olusturdugu etkiler ............c.ccvevvevveereeeereeneenens 41

Sekil 3.9. Fruktoz ve maya 0ziitii konsantrasyonuna gore proteaz aktivitesinin zamanla degisimi ...45

Sekil 3.10. Pepton ve maya oziitli konsantrasyonuna goére proteaz aktivitesinin zamanla degisimi.455

Sekil 3.11. Fruktoz ve pepton konsantrasyonuna gore proteaz aktivitesinin zamanla degisimi ........ 46
Sekil 3.12. Farkli sicakliklarda Slgiilen enzim aktivite degerleri ......ooeeeeeeeeeeeeeeeeieiiieieeeieeeeeeeeeee, 47
Sekil 3.13. Farkli pH degerlerinde dlciilen enzim aktivite degerleri «.....ceuvveeeeeeeriiiieiiieeeeeeeennennes 48
Sekil 3.14. Mikroorganizmaya ait bliylime €ZIIST...c.ccuvreeeeriurreeiriiiieeieiiieeeeriieeeeeireeeeseieeee e 4949
Sekil 3.15. Proteaz enziminin kazein substratiyla elde edilen Lineweaver-Burk Grafigi ............... 500
Sekil E.1. Tirozin Standart Grafigi ..........cccveeeeeiiiieieiiiieeceeiieeeeeciee e eeire e ee e e e e eareeeeeeareeeeeaes 602

VI



TABLOLAR LiSTESI

Tablo 1.1. Proteazlarin stniflandirtlmast .......oooeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 4
Tablo 1.2. Katalitik mekanizmalarina gore proteazlarin gruplandirilmasi.........ccoeeeeeieieiiiiiiiiininnnn.. 5
Tablo 2.1.Tirozin standart egrisi hazirlanirken kullanilan ¢ozeltilerin bilesimleri ............cccoceeeeeeee. 29
Tablo 2.2. Merkezi Kompozit Dizaynina gore deneysel matris.........coeeeeeeeeeieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeneeenen. 31
Tablo 2.3. Farkli pH degerleri incelenirken kullanilan tamponlar............ccccoveeeerieeinieennieennnen. 312
Tablo 2.4 Enzim kinetik parametreleri belirlenirken kullanilan ¢ozeltiler..........cooveerniueernieennnneenn. 32
Tablo 3.1.Besiyeri bilesiminin etkisinin incelendigi MKD tasarimi ve sonuglar ..............cccuvveeenne. 42
Tablo 3.2. Deneysel sonuglarin model esitliklerine uyumunun istatiksel 0zeti.........ccevevereiererennnnne. 42
Tablo 3.3. Bagimli ve bagimsiz degiskenlerin uygunlugunun istatistiksel verileri .............. 433
Tablo 3.4. Besiyeri bilesenleri igin nerilmis modelin ANOVA test sonuglart..........cceeeeereuveeennnns 433

VII



KISALTMALAR DiZiNi

CVD
LB
NCBI

PEG
PMSF
TCA

Rpm

sp.

MKD
EDTA
PMSF
DMAEMA

PEG

MALDI TOF MS

: Kardiyovaskiiler hastaliklar

: Luria Bertani besiyeri

: (National Centeral for Biotech Information) Ulusal biyoteknoloji
bilgi merkezi

: Polietilen glikol

: Fenilmetilsiilfonil floriir

: Trikloroasetik asit

: Revolutions per minute (dakikadaki doniis sayis1)

:Tir

: Merkezi Kompozit Dizayn Y 6ntemi
: Etilendiamin tetra asetik asit

: Fenil metil siilfonil floriir

: Dimetil etil metakrilat

: Polietilen glikol

: Kiitle Spektrometresi

VIII



1.GIRIS

Mikroorganizmalarin sira dis1 6zellikleri ve enzimlerin sahip oldugu biiyiik cesitlilik,
etkinlik ve spesifiklik ticari uygulamalarda uygunlugu ve {iistiin iiriin 6zellikleri sebebiyle
mikrobiyal enzimler bir altin madeni niteligindedir. Terap6tik enzimler bu iiriinlerin en iyi
ornegidir. Ozellikle Bacillus tiirii fibrinolitik enzim icermesi sebebiyle énemli endiistriyel
tirlerden biridir. Baz1 enzimlerin biyokimyasal karakterizasyonu trombolitik ilaglarin
gelisimi i¢in bir kilit roliindedir (Narasaki ve ark. 2005). Fibrinolitik enzimlerin {iretimi icin
besin kaynaklarindan izole edilerek kullanilan mikroorganizmalarin bazi biyolojik
avantajlari, ila¢ endiistrisinde tercih sebebidir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda mikrobiyal
kaynaklardan bazi direkt etkili fibrinolitik enzimler saflastirilmis ve biyokimyasal 6zellikleri
karakterize edilmistir (Xiao-Lan ve ark. 2005). Buna ragmen bu enzimlerin bazilar1 invivo
uygulamalarda toksisite gostermistir. Farmasotik ozellikleri ve terapotik ozellikleri de
(antikoagiilant ve trombolitik) ticari ilaclarla kiyaslanmigtir. Bunun 6tesinde bu enzimlerin

cogunun antikoagiilan mekanizmasi yeteri kadar detayl1 olarak ¢alisiimamustir.

1.1.Enzimler

Enzimler, viicut icinde gerceklesen biyokimyasal olaylar1 diizenleyen, hizlandiran ve
genel olarak protein yapisinda olan makromolekiiler yapilar olarak tanimlanmaktadir.
Enzimler biyolojik sistemlerdeki olaylar1 katalizleyerek reaksiyonlarin ¢ok hizli
gerceklesmesini saglar. Enzimler reaksiyonlar1 diizenler, molekiilleri birlestirir, hiicreler
arasi transferi saglar, solunum, bosaltim gibi bir¢ok biyolojik olayr diizenler bu sebeple

enzimler insan sagligi i¢in olduk¢a dnemlidir (Patel ve ark. 2005).

Enzimler gida, tekstil, temizlik gibi bircok endiistriyel iiriiniin tiretiminde ve yapisinda
bulunmaktadir. Bu alanlarin yanisira 6zellikle ila¢ sanayisinde kullanimi olduk¢a yaygindir.
Endiistriyel enzimlerin toplam pazar1 2016 yilinda 4,75 milyar dolar seviyesine ulasmistir
ve 2018-2023 periyodunda bu degerin yillik % 6,03 biiyiime oraniyla artacagi tahmin
edilmektedir (Url-1, 2017). Pazardaki enzimlerin %359’unu proteazlar, %28’ini
karbohidrolazlar, %3’{inii lipazlar ve %]10’unu ise diger enzimler olusturmaktadir.
Proteazlar deterjan, siit, et, ilag, bira vb. endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir (Patel ve ark.

2005).



Enzimlerin ii¢ boyutlu protein yapisi etki edecegi maddeyi belirler. Enzimdeki protein
yapidaki boliime apoenzim denir. Enzimler katalitik etki gosterebilmek i¢in apoenzim
disinda bir koenzim kisma ihtiya¢ duyar. Bu koenzim kisim genelikle metal iyonu veya
protein olmayan organik bir yapidir. Bu yapiya kofaktor veya prostetik grup denir.
Enzimlerin aktif olmayan protein yapidaki ilk haline "Preenzim", "Proenzim" veya
"Zimojen" de denilmektedir. Apoenzim, protein yapisinda olan enzimin spesifikligini yani

0zel bir reaksiyonu katalizlemesini ve farkli reaksiyonlarda goérev yapmasini belirler.

kisimlar1 Sekil 1.1°de gosterilmistir.

Koenzim ve kofaktor ise enzimdeki yardimer boliimdiir. Apoenzim ve koenzim kompleks
yapisina tam enzim anlamina gelen “ haloenzim” denir (Patel ve ark. 2005). Enzimlerin bu

Kofaktor

Aktif Bolge

Koenzim

\XApoenzim

v

J
Holoenzim

Sekil 1.1 Enzim kisimlarinin gosterimi (Holde 2006)

Enzimin 0zel olarak etki ettigi maddeye “substrat” denir. Enzimler, substratlar
tizerindeki kimyasal olaylar1 katalizleyerek reaksiyonu hizlandirir.
reaksiyonu sonucu olugan maddeye iiriin ad1 verilir.

Enzim-substrat

ark. 1998);

Uluslararas1 Biyokimya Derneginin Enzim Komisyonunca kabul edilen esaslara gore
enzimler alt1 bliyiik sinifa ayrilmaktadir. Enzimler katalizledikleri tepkimelere gore (Rao ve

e Oksidorediiktazlar (Oksidasyon rediiksiyon reaksiyonlarini katalize eden enzimler),

e Transferazlar (Fonksiyonel grup transferi reaksiyonlarini katalize eden enzimler),



e Hidrolazlar (Hidrolitik reaksiyonlar1 katalize eden enzimler),

e Liyazlar (Hidroliz ve yiikseltgenme harici yollarla ¢esitli kimyasal baglar1 kirabilen,
¢ogu zaman bunu yeni bir ¢ift bag veya halka yapis1 olusturarak gergeklestiren enzimler),

e Izomerazlar (Izomerizasyon reaksiyonlarini katalize eden enzimler),

e Ligazlar (Sentetazlar) (ATP veya diger fosfatlardan yararlanarak, bunlardaki
pirofosfat baginin parcalanmasi sonucu iki molekiil arasindaki yeni baglarin meydana

gelmesine olanak saglayan enzimler) olarak simiflandirilmaktadir (Patel ve ark. 2005).

1.2. Proteazlar

Proteazlar, proteoliz olarak adlandirilan bir siiregte, peptid ve proteinlerin
aminoasitlerinin arasindaki amid baglarmin hidrolizini katalizleyerek canlilarda ¢ok sayida
reaksiyonda rol oynarlar (Wolfe 2009). Proteazlar; proteinlerin biiyiikliiklerinin kontroli,
kompozisyonlari, bigimleri, dongiileri ve en son yok edilmeleri i¢in gerekli olan bir siirecte
rol oynarlar. Proteinlerin doniisiimiinii, sentezini ve aktivasyonunu kontrol ederek fizyolojik
stirecleri diizenlerler. Gebeligin baglamasi, dogum, sindirim, gelisme, olgunlagsma, yaglanma
ve hatta organizmalarin dliimiinde de diizenleyici rol oynarlar (Shen ve Chou 2009).

Proteazlar sahip olduklari pH degerlerine gore asidik, notral ve alkalin olmak iizere ii¢
smnifa ayrilirlar. Bunlar arasinda alkalin proteazlar biyoteknolojide ve endiistriyel
uygulamalarda en ¢ok tercih edilenlerdir. Alkalin proteazlar camasir deterjanlarinda, tekstil,
gida iglemlerinde, ila¢ kimyasinda, deri, kagit, kdgit hamuru endiistrisinde, siit endiistrisinde,
organik sentez islemlerinde ve atik su islemlerinde genis bir uygulama alanina sahiptirler.
Alkalin proteazlar yaygin bir sekilde deterjan katki maddesi olarak kullanilmalarinin
yaninda toplam proteaz satisinin %89’unu olusturmaktadirlar. Endiistriyel olarak uygun
proteazlar iireten mikroorganizmalar biiyiik bir 6neme sahip olmalarinin getirdigi ytliksek
ticari ilgiden dolayi, bu mikroorganizmalarin ¢ok cesitli habitatlardan elde edilmesi bir¢ok
arastirmaci tarafindan calisilmistir. Proteazlarin endiistriyel alanda kullanimindan itibaren
ozellikle alkalin proteazlarin gelecek yillarda biiylik gelisme gdstermeleri beklenmektedir

(Rai ve Mukherjee 2010).



1.2.1. Proteazlarin Siniflandirilmasi

Proteaz enzimi; kaynaklarina, katalitik aktivitelerine ve reaksiyonlardaki aktif
bolgelerine gore li¢ temel gruba ayrilir. Proteazlarin siniflandirilmast Tablo 1.1°de

verilmistir.

Proteaz enzimi katalizledigi reaksiyonlara gore endopeptidazlar ve ekzopeptidazlar
olarak iki grupta incelenir. Ekzopeptidazlar substrata etki ettigi uca gére amino ve karboksi
olarak simiflandirilir. Endopeptidazlar ise substrattaki peptit zincirini i¢ taraftan
ayirmaktadir. Ekzopeptidazlarin aktivitesini, polipeptit yapidaki spesifik aminoasitler,
ayrilan peptit bagmin yakininda bulunan polipeptit yapinin konformasyonu ve peptitin

uzunlugu belirlemektedir (URL-1 2017).

Tablo 1.1.Proteazlarin simiflandirilmas1 (Raksakulthai ve Haard 2003).

Proteaz E.C.
Ekzopeptidaz
Aminopeptidaz 34.11
Dipeptidilpeptidaz 34.14
Tripeptidilpeptidaz 3.4.14
Karboksipeptidaz 3.4.16-3.4.18
Serin Proteaz 3.4.16
Metallo proteaz 3.4.17
Sistein proteaz 34.18
Peptidil dipeptidaz 34.15
Dipeptidaz 34.13
Omega peptidaz 3.4.19
Endopeptidaz 3.4.21-3.4.24
Serin proteaz 34.21
Sistein proteaz 3.4.22
Aspartik proteaz 34.23
Metalo proteaz 34.24

Amino peptidazlar; polipeptit yapinin amino ucunu hidroliz eder ve bir aminoasit,
dipeptit veya tripeptit yapiyr ayirir. Aminopeptidaz enzimi fungus ve bakteri tiirleri
tarafindan dretilir. Genellikle hiicre i¢i salgilanan bir enzimdir. Bakteri ve fungus

aminopeptidazlarin aktiviteleri farklilik gdsterebilir. Aminopeptidazlarin bakteri kaynagina



gore farkli molekiiler kiitlelerde, optimum pH araliklar1 ve duyarlilik gosterdikleri iyonlar

farkl1 olabilir (Raksakulthai ve Haard 2003).

Karboksipeptidazlar, polipeptit yapidaki serbest karboksi ucundan hidroliz reaksiyonu
gerceklestirir. Karboksipeptidazlar; serin, metallo, sistein, dipeptidilpeptidaz ve dipeptidaz
olarak alt siniflara ayrilmistir. Serin karboksipeptidazlar aktif bolgelerinde Serin, aspartat,
histidin aminoasitleri bulundururlar. Metalloproteazlar ise kofaktor olarak bagl ¢inko atomu

bulundururlar (Raksakulthai ve Haard 2003).

Endopeptidazlar polipeptit yapisindaki belirli peptit baglarini hidrolize ederler. Katalitik
mekanizmalarima gore; metalloproteazlar, aspartat proteazlar, sistein proteazlar ve serin
proteazlar olarak siniflandirilmaktadir (Raksakulthai ve Haard 2003). Katalitik etki

mekanizmalarina gore proteazlarin gruplandirilmas: Tablo 1.2°de gosterilmistir.

Tablo 1.2.Katalitik mekanizmalarina gére proteazlarin gruplandirilmasi (Raksakulthai ve Haard 2003).

Simif Katalitik Boliim Ornek

Serin Ser, His, Asp Kimotripsin, Proteinaz, Tripsin, Trombin
Sistein Sis, His Katepsin, B,L,S

Aspartik Asp Pepsin HIV proteaz, renin

Metallo Zn Anjiyotensin, MMP-2, MMP-9

1.2.1.1. Serin Proteazlar

Serin proteazlar, genel olarak 7-11 pH araliginda degisen notr ve alkali pH’larda aktivite
gostermektedir. Genellikle genis substrat 6zgiilliigiine sahip olan serin proteazlar, molekiiler
agirliklart 18-35 kDa arasinda olan diisiik molekiil agirlikli enzimlerdir. Serin proteazlarin

katalitik reaksiyon mekanizmasi Sekil 1.2°de gosterilmigtir.
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Sekil 1.2. Serin proteaz katalitik reaksiyonu (Bugg 2009)

Serin proteazlar; kanmn pihtilasmasinda, sindirim olaylarinda, peptit yapilarin
yikilmasinda en sik kullanilan proteolitik enzimlerdir. Kan pihtilar1 damar i¢inde inaktif
formda fibrinojen seklinde bulunurlar. Fibrinojen yapi ise fibrini olusturan bir proteindir.
Serin proteaz yapisinda olan trombin enzimi fibrinojen i¢indeki peptit baglarini yikarak aktif
fibrin yapiyr olusturur. Ayni zamanda bu enzimler kanin damar igindeki hemostatik

dengesinin saglanmasindan da sorumludur (Kato ve ark. 1992).
1.2.1.2. Aspartik Proteazlar

Endopeptit ailesinden olan aspartik proteazlar, substrattaki spesifik peptit bagina etki
ederek proteolitik 0zellik gosterir. Aspartik proteaz enzimi reaksiyon bolgesinde yer alan ve
reaksiyonu gergeklestiren iki tane aspartil kalintisi ile karakterize edilmektedir. Aspartik
proteazlar genellikle 3-4 pH aralifinda optimum aktivite gostermektedit ve molekiiler
agirliklar 30-45 kDa arasinda degismektedir. Aspartik proteaz enzimi etki mekanizmasi

Sekil 1.3°de verilmistir.
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Sekil 1.3. Aspartik proteaz enzimi etki mekanizmasi (Bugg 2009).

1.2.1.3. Sistein Proteazlar

Sistein proteazlar 6karyotik ve prokaryotik hiicreler tarafindan iiretilmektedir. Papaine
benzeyen sistein proteazlar, tripsin benzeri tiyol proteazlar, glutamik aside 6zel ve diger
tipteki tiyol proteazlar olmak iizere dorde ayrilirlar. En 1yi bilinen sistein proteazlar papain

benzeri endoproteazlardir (Genckal ve Tari 2006).

Sistein proteazlar, aktif merkezlerindeki aspartik asit, histidin ve sisteinden olusan
katalitik bir yapiya sahiptir. Sistein proteazlar, aktif merkezindeki tiyol grubu, agir metal
iyonlar1 ve okside edici ajanlarla inhibe edildiginden ©6nemli bir enzim grubunu
olusturmaktadir. Sistein proteaz enziminin katalitik etki reaksiyonu Sekil 1.4’de gosterildigi

gibidir.
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Sekil 1.4. Sistein proteazlar katalitik etki mekanizmasi (Bugg 2009)

Sistein proteazlar, notral pH’larda optimum aktivite gostermektedir. Sistein proteazlar
molekiiler agirliklart 20-30 kDa civarinda olan kiiciik molekiillerdir. Sadece katepsin C

oligomerik enzim olup molekiiler agirlig1 200 kDa’nin iistiindedir (Dubey ve ark., 2007).
1.2.1.4. Metalloproteazlar

Metalloproteazlar mantar, bakteri ve yiiksek yapili organizmalarda bulunan bir proteaz
tiriidiir. Metalloproteazlar ortamda iki degerlikli metalik iyon varhiginda aktivite
gostermektedir ve genellikle yapisinda cinko (Zn) bulundurmaktadir. Farkli durumlarda
nikel (Ni), kobalt (Co) gibi metalik iyon varliginda da aktivite gosterebilmektedirler (Wood
2004).

Metalloproteazlar EDTA (etilendiamin tetra asetik asit) varliginda ve diyaliz ile inaktif
olabilirler. Enzim aktivitesi i¢in ¢inko iyonu sarttir, kalsiyum iyonu ise protein yapinin
kararli olmasi i¢in gereklidir. Optimum aktivite gosterdikleri pH degerleri 5-9 araligindadir.

Metalloproteazlarin katalitik etki mekanizmasi Sekil 1.5’de gosterilmistir.



Giintimiizde 30 adet metalloproteaz tiirii bulunup bunlarin 17 tanesi endopeptidaz, 12
tanesi ekzopeptidaz ve bir tanesi hem endo hem ekzopeptidazdir. Metalloproteazlar alkali,
notral ve miksobakter I-1I olarak 4 grupta incelenirler. Notral metalloproteazlar genellikle
hidrofobik aminoasitlere 6zgiilken, alkalin metalloproteazlarin etki alan1 daha genistir (Rao

ve ark. 1998).
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Sekil 1.5. Metalloproteazlarin katalitik etki mekanizmasi (Bugg 2009).

1.2.2. Proteazlarin Endiistriyel Kullanim

Endiistriyel enzimler icinde proteazlar 6nemli bir paya sahiptir. Basta deterjan olmak
tizere ilag, et, siit, deri, fotografcilik ve icki sanayisinde genis bir kullanim alanina sahiptir.
Endiistriyel alanda kullanilan alkalin proteazlar fungus, bakteri ve bdoceklerden elde
edilmektedir. Bu enzimlerin endiistriyel alanlarda kullanilabilirligini belirleyen bazi
faktorler vardir ve daha once funguslar iizerine yapilan ¢aligmalarda bunlarin tiirlere gore

farklilik gosterdigi saptanmistir.



Son zamanlarda ters osmoz ve ultrafiltrasyon gibi membran proseslerinin kullanima, atik
aritim, mesrubat ve siit endiistrilerinde biiyiik 6nem kazanmistir. Bu proseslerde karsilasilan
temel sorun; membran proseslerindeki akis hizinin azalmasi ve membranda yapilan temizlik
maliyetinin artmasidir. Bu asamada enzim kullanimi ile membranlar temizlenebilse de
kullanilan mezofilik tabanli organizmalardan elde edilen enzimler deterjanlarla inaktif
olmakta ve dar pH araliginda aktivite gosterdikleri i¢in istenen verim alinamamaktadir. Bu
sebeple deterjanlarla aktivitesi bozulmayan ve alkali ortamlarda aktivite gosteren proteaz
enziminin kullanim1 biiyiik fayda saglayacaktir. Peynir ve siit iiriinlerinin yapiminda laktik
asit bakterileri dnemli bir mikroorganizma grubunu olusturur. Bu bakterilerin gorevi siitte
yer alan kazeinin peptit baglarim1 kirarak kazeinin pihtilagmasini ve boylece peynirin
olugmasini saglamaktir. Laktik asit bakterileri, peynir iiretimi esnasinda siitiin asitlenmesini
ve peynirin olusumunu saglar. Laktik asit bakterileri bu islevleri yaparken proteolitik aktivite
etkilidir. Protein tabanli olan tirnak, sag, tily ve boynuz gibi yapilar atik olarak dogada fazla
miktarda bulunur. Proteaz enzimi kullanimiyla bu atiklar kullanilabilir hale getirilebilirler.
Diger bir yontemse buradaki protein igerikli atiklarin proteaz enziminin gosterdigi
proteolitik aktivite ile giderimidir. Kiimes atiklarinin gideriminde de bu yontem

kullanilabilmektedir (Gupta ve ark. 2003).

Fotografcilik sektoriinde de alkali proteazlar kullanilmaktadir. Fotograf filmleri
tizerinde bulunan glimiisiin geri kazaniminda bu enzimlerden faydalanilmaktadir. Bu
yontemle glimiisiin geri doniisiimii daha ¢evreci bir uygulamayla saglanabilir. Deri
endiistrisinde proteaz enzim kullanimi, derilerin daha piiriizsiiz yilizeye sahip olmasini
saglamaktadir. Bu agamada, geleneksel yontem olarak kullanilan kirecleme ve sodyum siilfit
ile islenme pahali ve ¢evreye zarar verdiginden, giiniimiizde dericilik sektoriinde enzimlerin
kullanimi tercih edilmektedir. Enzimler araciligiyla deri lizerinde istenmeyen pigmentlerin,
killarin ve tiiylerin giderimi saglanmakta buna bagli olarak daha diizglin ve kullanigh bir
yiizey elde edilmektedir. Deterjanlarda proteaz enziminin kullaniminin en temel etkeni alkali
pH araliklarinda aktivite gostermeleridir. Deterjanlarin icerisinde proteaz, lipaz, amilaz gibi
enzimler kullanilmaktadir. Bu enzimlerin kullanimi sayesinde protein igerikli lekelerle
birlikte karbonhidrat ve nisasta tabanli lekelerde ¢ikmaktadir. Enzimlerin deterjan i¢cinde
katki maddesi olarak kullanimini saglayan baslica etkenler; alkali pH araliklarinda ¢alismasi
ve deterjan igerigine uyumlu olmasidir. Bunlara ek olarak deterjanlarda daha iyi temizleme

etkisi ve diisiik maliyette olmas1 sebebiyle enzimler deterjan endiistrisinde yaygin olarak
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kullanilmaktadir. Deterjanlarda en yaygin kullanilan proteazlar Bacillus proteazlardir

(Anwar ve Saleemuddin 1998).
1.2.3. Proteaz Enziminin Medikal Alanlarda Kullaniminin Tarihgesi

Enzimler viicut i¢cinde meydana gelen sayisiz biyokimyasal olayin katalizlenmesinden
sorumludur. Uzun yillardan beri proteaz enziminin kullanimi, fonksiyonel 6zelliklere sahip
olmasi sebebiyle devam etmektedir. Bu ¢alismalarin sonunda klinik enzimolojinin bir alani
olan pankreatik enzimlerin medikal kullanimi iizerine odaklanilmistir. Pankreatik enzimler,
ilk uygulamalarinda ham enzim seklinde kullanilsa da ilerleyen teknoloji ile saflagtirilmis

formlar1 kullanilmaya baglanmistir (Scheindlin 2007).

Hayvanlar, bitkiler, bakteriler ve mantarlardan elde edilen enzimlerin terapotik amaglt
kullanimi eski zamanlara dayanmaktadir (kanser, yangi, yara, vb.). Afrika, Amerika, Asya,
Avrupa, Avustralya gibi iilkelerde eski zamanlarda bu enzimler geleneksel tedavi yontemi
olarak kullanilmistir. Proteazlarin tedavide kullanimi bitkilerden elde edilen enzimlerin
hastaliklar tizerinde kullanimi ile baglamistir. Enzimatik tedavi yontemleri, karsi ¢ikanlar
olmasina ragmen genel tibbi tedaviler icinde 6nemli bir yere sahiptir (Solorazano del Rio

1994).

John Beard 1900’1u yillarin baslarinda proteaz enzim ekstraktin1 pankreastan elde edip
damar ici ve tiimor icine enjekte ederek kullanmistir. Yapilan bu c¢alismayla doku iginde
olusan tiimdriin gelisimi durmustur (Aytekin 2016). Beard kullandig1 enzimlerin stabilitesini
saglama konusunda problem yasamistir. Bu alanda calisma yapan Max Wolf enzim
stabilitesi konusunda bazi calismalar yapmistir. Enzim optimizasyonu ise uzun siiren
caligmalar sonrasinda Max Wolf ve Helen Benitez tarafindan yapilmistir. Yine bu
caligmalarin devaminda Wolf ve Benitez enzimlerin sinerjistik kombinasyonlarini
kullanarak akut ve kronik enfeksiyonlarin, 6dem ve diger enfeksiyonlarin tedavisinde uygun
kullanim1 ortaya konmustur. Wolf ve Benitez tarafinda hazirlanip satisa sunulan
“Wobenzym” adli enzim preparatlart mevcuttur(Scheindlin 2007). Max Wolf tarafindan
baslatilan enzim c¢aligmalar1 gliniimiizde de devam etmektedir. Avrupa da yapilan klinik
caligmalarda proteazin tek basina ve farkli enzim kombinasyonlariyla kullanimlar1 {izerine
caligmalar yapilmakta olup, antibiyotik kombinasyonlar1 iizerine ¢alisilmaktadir. Bu

caligmalarda enzimlerin antibiyotik etkinligini arttirdig1 gézlenmistir (Aytekin 2016).

11



1.2.4. Proteaz Enziminin Kullanildig1 Hastahklar

Proteolitik enzimler, tibbi obstetri ve jinekolojide; kronik iirogenital enfeksiyonlar,
abortuslar, reprodiiktif bozukluklar, endometriozis, jinekolojik cerrahi, genital
enfeksiyonlarda immiinomodiilasyon, meme kanseri, infertilite, mastopatiler ve mastitislerin
tedavisinde kullanilmaktadir. Proteolitik enzimlerin insanlarda mastitis tedavisinde
kullanilmastyla ilgili ¢aligmalar bildirilmistir (Storozhuk ve ark. 1985). Ayrica, proteolitik
enzimlerin; ankiloz, spondilit, adneksitis, arteriyosklerozis, kemik kiriklari, kronik yaralar,
dental cerrahi, kolorektal kanser, endometriozis, glomerulonefritis, gastrik iilser, hematom-
ezik, varicella zoster (Herpes zoster), iirogenital sistem enfeksiyonlari, karaciger yangisi,
meme cerrahisini miiteakip lenf 6dem, mastodina-fibrokistik mastopati, yaralanmalar,
cerrahi yaralar, meme kanseri, multiple myelom, multiple skleroz, osteoartritis, otitis,
prostatitis, tonsillitis, radyoterapinin yan etkileri, siniizitis, romatoid artritis, trombozis ve
post-trombolitik sendrom vakalarinin tedavisinde faydali oldugu giincel bilimsel tibbi

calismalarda ifade edilmektedir (Desser, 2007).

1.2.5. Tedavide Kullanilan Proteazlar

Pankreasta bulunan ekzokrin hiicreleri kimotripsin, tripsin, lipaz, amilaz gibi farkli
enzimler salgilamaktadir. Ekzokrin hiicrelerinde olusan hasar sonucu pankreatik salginin
azaldig1 durumlarda, tedavi amacl eksojen tripsin enzimi kullanilmaktadir. Bu enzim sigir
veya domuz pankreasindan {iiretilmektedir. Tripsinin sindirim sistemindeki gorevi; ince
bagirsaktaki protein yapilari peptit ve aminoasitlere doniistiirmektir. Tripsinin kan pihtilarini

¢ozme 6zelligi de bulunmaktadir (Scheindlin 2007).

Tedavi amagh kullanilan bir diger enzim de Serrapeptidaz enzimidir. Ipek boceginin
bagirsaginda yer alan Serratia el5 bakterisi tarafindan sentezlenir. Serrapeptidaz enzimi kan
pihtilarinin, 8lii dokularin, kistlerin ve plaklarin uzaklastirilmasm saglar. inflamasyonun

tyilestirmesinde de etkili oldugu gozlenmistir (Scheindlin 2007).

Nattokinaz enzimi ise Bacillus subtilis’ ten saflagtirllmaktadir. Bu enzim yiiksek
fibrinolitik aktivite gosteren bir enzimdir. Tromboz hastalarinda tedavi amach

kullanilmaktadir (Scheindlin 2007).

Bromelain enzimi ise tropikal ananas meyvesinden elde edilen bir enzimdir. Bromelain

enzimi ananasin en fazla kok kisminda bulunmaktadir ve ananasin toplanmaya hazir oldugu
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olgunlagma doneminde elde edilir. Sindirim sistemi bozukluklarinda tedavi amacl

kullanilmaktadir (Scheindlin 2007).

Papain enzimi ise papaya meyvesinin lateksindeki 6z suyun pihtisindan elde
edilmektedir. Bu maddenin ekstraksiyonu ile toz ve siv1 olmak {izere farkli formlarda saf
papain olugmaktadir. Sindirim sistemi bozukluklarinda, yaralanmalarda ve alerjik

tedavilerde kullanilmaktadir (Scheindlin 2007).
1.2.6. Trombolitik ilaclar

Damar duvarima yapisan kan kitlesine trombiis; duvar icinde yiizen kan pihtilarina ise
emboli denir. Damar i¢inde olusan piht1 dokularin kanlanmasina ve diger dokularin besinsiz
ve oksijensiz kalmasina neden olur. Arteriyel tromboz ve vendz tromboz olarak ikiye ayrilir.
Arteriyel tromboz genellikle trombositlerce zengin bir yapiya sahiptir. Fakat ven6z tromboz
kan akisini yavaglatir, pihtilasma basamaklarinin yanlhs aktivasyonuyla tetiklenir ve
hemostatik savunma sisteminin bozuklugu sonucu karsimiza ¢ikar. Vendz tromboz da
fibrince zengin bir yapidadir ve arteriyel tikaclarda trombozdan daha az trombosit igerir.
Damar i¢inde olusan trombiis sonucunda myokard enfarktiis, fel¢, derin ven trombozu gibi

rahatsizliklar ortaya ¢ikar (Turan, 2016).

Akut olarak gelisen tromboz vakalarinda hastalar, plazminojenin plazmine doniisiimiinii
artirarak fibrin yapinin pargalanmasiyla tedavi edilir. Bu alanda kullanilmaya baslanan ilk
ilag streptokinaz, tiim viicutta kanama sorunlarina yol acabilecek fibrinolitik etki gosterir.
Alteplaz ise fibrin yap1 lizerinde daha lokal bir etkiye sahiptir. Siklikla kullanilan fibrinolitik
ilaglarin karsilastirmas1 Sekil 1.6’da verilmistir. Klinik deneyler alteplaz ve streptokinaz
ilaclarin yakin etkiye sahip oldugunu gostermistir. Fakat enfarktiis rahatsizliklarinin yaklagik
olarak %20’sinde yarar saglanamamaktadir. Ve yine yaklasik %15’inde yeniden tikanma
riski ile karsilagilmaktadir. Fibrinolitik ilaglar akut miyokart enfarktiise anjiyoplasti

uygulandiginda ve acil vakalarda kullanilmaktadir (Turan, 2016).

13



A Antiyjeml Gzrellik

alteplaz [

streptokinaz | I

B Fibrin Secicilizi

alteplar [

streptokinaz [l

CY¥anlanma Omrii

alteplar

streptokinar

Sekil 1.6. Streptokinaz ve alteplazin karsilagtirilmasi (Fallis 2013).

Trombolitik ilaclarin etki mekanizmasi benzer 6zelliklere sahiptir. Genel calisma
prensipleri plazminojeni plazmine doniistiirerek etki gostermeleridir. Plazmin yap: da

dogrudan fibrini parcalamaktadir (Sekil 1.7).

Plazmincjen

P Streptakinaz

_ Alteplaz
(Doku plazminojen
_ aktivatorii)

Fibrin — 220" Fibrin

ki
ariinleri

Sekil 1.7. Fibrinolitik ilaglar ile plasminojenin aktivasyonu (Fallis 2013).
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Pulmoner emboli ve derin ven trombozu rahatsizliklarinda kullanilan trombolitik ilaglar,
kanama olusturma gibi bir yan etkiye sebep olmalar1 nedeniyle bu rahatsizliklarin
tedavisinde ve periferik arter trombozlari, miyokart enfarktiis gibi rahatsizliklarin
tedavisinde kullanimi gittikce azalmaktadir. Trombolitik ilaglar damar i¢i stent ve kataterin

acgilmasinda da kullanilir.

Miyokart enfarktiis rahatsizligt gegiren hastalarda damar agikliginin yeniden
olusabilmesi ic¢in trombolitik ilaclar damar i¢ine uygulanmaktadir. Miyokart enfarktiisiin
kateterizasyonla tedavisi rahatsizlik yasandiktan sonraki 2 ile 6 saat iginde
uygulanmamaktadir. Bu sebepten dolay1 trombolitik ajanlarin uygulanmasi hizli, pratik ve

diisiik maliyetli olmaktadir.

Trombolitik ajanlar damar iginde olusan istenen ve istenmeyen trombiisli ayirt
edemedigi icin olumsuz bir etki olusturmaktadir. Bu sebeple viicut i¢inde istenmeyen
kanamalar olusur. Bu ilaclarin hamilelikte, yarasi olanlarda, serebrovaskiiler kanama dykiisii
olan hastalarda kullanimi risklidir. Trombolitik ajanlar pihtiyr parcaladiktan sonra artan

trombiis konsantrasyonu sebebiyle tekrar piht1 olusturma riski vardir (Deger, 2009).

Alteplaz (t-PA): Doku plazminojen aktivatorii olarak bilinen alteplaz, insan hiicre
kiiltiirtinden elde edilmis bir serin proteazdir. Rekombinant DNA teknolojisi kullanimiyla

tiretimi yapilmaktadir.

Alteplaz kan dolagiminda bulunan plazminojene diisiik afinitesi olmasina ragmen fibrin
yapida bulunan plazminojene spesifitesi yiiksektir ve hizli ¢oziinme saglar. Bu sebepten
dolay alteplaz “fibrin spesifik” olarak bilinir ve damar i¢i piht1 parcalanmasinda hizl etki
gosterir. Bu sebepten dolay1 alteplaz sadece piht1 igindeki plazminojene etki edip diger

mevcut sistemde kanama yan etkisi olugturmadigi i¢in farklidir.

Akut iskemik inme, miyokart enfarktiis, pulmoner emboli hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Alteplaz streptokinaza kiyasla daha iyi bir ¢dziiciidiir. Iskemik inme
hastalarinda, vakanin yasanmasindan sonraki 3 saat i¢inde kullanimi tedavi basarisini artirir
ve hastanin yasamsal faaliyetlerini iyilestirir. Serebral ve gastrointestinal sistemlerde
kanama komplikasyonu gelisebilir. Alteplaz kullanimi ve plasebo kullanimi durumunda

hasta tizerindeki etkileri sekil 1.8’de verilmistir.
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Sekil 1.8. Alteplaz ve plasebonun hastalar iizerindeki etkileri (Fallis 2013).

Streptokinaz: Streptokinaz grup C

saflagtirilip kullanilan bir proteindir. Streptokinazin etki mekanizmas: sekil 1.9°da

gosterilmistir.
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Sekil 1.9. Streptokinazin etki mekanizmasi (Fallis 2013).

Enzimatik aktivitesi olmayan streptokinaz, plazminojen ile aktif kompleks olusturup
plazminojeni aktif plazmin haline doniistiirmektedir. Plazminojen-streptokinaz kompleksi

fibrin yapinin pargalanmasiyla birlikte olusan fibrinojen, faktdr 5 ve 7’nin yikimini da

katalizlemektedir (Deger, 2009) .
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1.3. Yapilan Caliymalar

Myokard enfarktiis, felc ve vendz tromboembolik rahatsizliklar gibi kardiyovaskiiler
hastaliklar diinyada genis ¢apli 6liimlere sebep olmaktadir (Choi ve ark. 2013). Yapilan bir
arastirmada CVD (kardiyovaskiiler hastaliklarin) gelismis iilkelerde arttigi bilgisine
ulagilmistir (Tibazarwa ve Damasceno 2014). Damarlarda hemostatik dengenin
bozulmasiyla damar duvarlarinda pihti olusumu gerceklesir. Pihti olusumu fibrinojen
tizerindeki trombinin hidrolitik eyleminin kontrol edilememesiyle gerceklesir. Bu durum
patojenik sartlar1 olusturarak intravaskiiler koagiilopati olarak adlandirilan rahatsizlig
ortaya ¢ikarir (Marder ve Novokhatny 2010). Intravaskiiler koagiilopati olarak adlandirilan
hastalik, genellikle kardiyovaskiiler hastaliklarmn tetiklenmesine sebep olur. intravaskiiler
koagiilopati hastaligi yillarca damar ici enjeksiyon veya oral olarak kullanilan ve kandaki

pihtilar1 ¢6zen trombolitik ajanlarla tedavi edilmeye calisilmistir (Budzynski ve ark. 1994).

Pahal1 fakat etkili olan streptokinaz, iirokinaz ve doku plasminojen faktorii gibi ilaglarin
ilk olarak kanda inaktif olarak bulunan plazminojeni aktif plazmin haline doniistiirdiigii ve
bu plazmininde fibrini yiktig1 bilinmektedir. Buna ragmen bu ilaglarin sebep oldugu yan
etkilerde vardir; asir1 kanama, trombozis kalintilar1 sebebiyle ayni yerde pihtinin tekrar
olusmasi, hemoraj ve kusma gibi. Bunun 6tesinde intravendz sistemlerdeki fibrin etrafinda
diisiik spesifite gostermektedir (Kim ve ark. 1996). Diger yandan plazmin benzeri pihti
yikiminda direkt etkili nattokinaz, lumbrokinaz ve kimotripsin gibi fibrinolitik enzimler
trombini hizlica ¢6zer ve kanama, hemoraj risk faktorlerini arttirmaksizin tam bir ¢oziinme
saglar (Mukhametova ve ark. 2002). Plazminde klinik potansiyele sahip direkt etkili
fibrinolitik enzim; ilk olarak 1950 yilinda trombolitik hastalarin tedavilerinde kullanilmistir.
Bundan sonraki yillarda plazmin benzeri enzimler natural kaynaklardan saglanarak daha
ucuz, daha etkili, daha spesifik ve giivenli fibrinolitik enzim arayis1 ve terapisi aragtirtlmistir

(Kotb 2013).

Rafaat ve arkadaslari, nisasta ve dimetiloetil metakrilatla (DMAEMA) olusturulan
hidrojel yapiyr A 1sinlama ile sentezlemislerdir. Bu malzeme fibrinolitik etkiye sahip
ekstraselliiler enzim iireten Bacillus subtilis ’in izolasyonu i¢in tasiyic1 ylizey olarak
kullanilmistir. Polimerik jel igerisine hapsedilmis bakteriyel hiicrelerin {iremesi taramali
mikroskop analiziyle incelenmistir. Fibrinolitik enzim iiretim siiresi serbest hiicrelerde 120

saat iken immobilize hiicrelerde 96 saat olarak bulunmustur. Immobilizasyonda optimum
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aktivite gosterilen sicaklik araligi genislemis ve optimum pH araliginda degisiklikler
gozlenmistir. Tekrarlanabilir kesikli fermantasyon sartlar1 altinda immobilize hiicrelerin
tekrar kullanilabilirligi de incelenmistir. Nisasta/2-dimetilamino etil metakrilat {izerindeki
Bacillus substilis hiicrelerinin immobilizasyonu ile optimum iiretim sartlarinda enzim

aktivitesinde 4 kat artis gdzlenmistir (Raafat ve ark. 2012).

Tian ve arkadaslar1 Porcellio scaber latreille’den yeni bir fibrinolitik ve antikoagiilant
ozelliklerine sahip olan bir enzim iiretmislerdir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi, jel filtrasyonu
ve iyon degistirme kromatografisiyle saflagtirilmistir. Elde edilen enzimin molekiiler kiitlesi
38,5 Da olarak belirlenip tek zincirli bir protein yapida oldugu goriilmiistiir. SDS-Page ve
Maldi-TOF MS(kiitle spektrometresi) Spektrofotometre ile N-terminalinin 15 aminoasit
sekans1 belirlenmistir. Elde edilen enzimin aktivite gosterdigi sicaklik araligi 20-30 °C iken
pH araligi ise 6-10 olarak belirlenmistir. Maksimum fibrinolitik aktivitenin gdzlendigi
sartlar ise pH 7 ve 40 °C’dir. Potasyum (K) ve sodyum (Na) varliginda enzim aktivitesinde
bir artis olmamasina ragmen magnezyum (Mg) varlifinda diisiik bir artis gbzlenmistir.
Aprotinin ve pepstain A tarafindan enzim tamamen inhibe olmustur. Yapilan fibrin plate
analizlerinde elde edilen enzimin fibrini direk degrede etmedigi fakat plazminojeni aktive
ederek etkinlik gosterdigi gozlenmistir. Enzim kromojenik substrat olan S-2251’¢ yiiksek
spesifite gostermistir. Bunlarla birlikte enzim fibrin yapidaki a baglarini en hizli, B baglarini
orta hizda ve A baglarini yavas bir sekilde degrede ettigi goriilmiistiir (o baglar> 3 baglari>
A baglar1). Piht1 iizerinde ise enzim miktar1 arttikca ¢6ziinmenin daha hizli gergeklestigi
saptanmistir. Tiim bu analizlerden yola ¢ikarak elde edilen enzimin potansiyel olarak

trombozis tedavisinde kullanilabilecegi goriilmiistiir (Tian ve ark. 2015).

Hahn ve arkadaslari, peygamberdevesi olarak bilinen Tenodera sinensis’in
yumurtasindan sirastyla amonyum siilfatla ¢oktiirme, biyojel-P-60 jel filtrasyonu ve affinite
kromotografisi ile fibrolaz enzimi saflastirilmistir. Enzimin homojenligi SDS-Page
kullanilarak degerlendirilmis ve molekiiler kiitlesi 31500 Da olarak saptanmustir. Izoelektirik
noktas1 6,1 olarak gozlemlenmistir. N-terminal sekansindaki aminoasit bilesimi “Alfa-Asp-
Val-GIn-Giy-Asp-Alo-Rro-Ser” olarak bulunmustur. Fibrolazin trombiisteki a ve f
baglarin1 hizli bir sekilde pargaladigi A baglarin1 ise nispeten daha yavas parcaladig
goriilmiistiir. Enzimin fibrin yapiya uygulandiginda hizlica hidroliz oldugu goriilmistiir.

Enzimin maksimum aktivite gosterdigi sartlar ise pH 7 ve sicaklik 30°C‘dir. Yapilan
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fibrinolitik calismalarda enzimin gii¢lii bir hidroliz etkisi oldugu goriilmiistiir (Hahn ve ark.

1999).

Park ve arkadaslari, Cirriformia tentaculata’dan ¢ farkli alkalin serin proteaz
saflastirarak enzimatik Ozelliklerini inceleyip kinetik karakterizasyonunu yapmislardir.
CTSP-1, CTSP-2, CTSP-3 olarak adlandirilan enzimlerin molekiiler kiitleleri yaklasik
olarak 28-30,9-28,4 kDa olarak bulunmustur. Bu enzimler maksimum aktivitelerini pH 8,5-
9 ve 50 - 60°C araliginda gostermistir. Enzimler fenilmetasiilferil (PMSF) tarafindan
tamamen inhibe edilmistir. Bu da enzimlerin tipik birer serin proteaz tiiriinde olduklarini
gostermistir. Burada elde edilen enzimlerin fibrin pargalayici olup trombiisiin ¢oziilmesi igin

ajan olarak kullanilabilecegi saptanmistir (Park ve ark. 2013).

Mukharjee ve Rai tarafindan yapilan c¢alismada Bacillus Sp. AS-S20-I tiiriinden
saflastirilan trombolitik ve antikoagiilan etkili serin proteaz saflastirilmistir. Bafibrinase
olarak adlandirilan enzim monomerik yapida olup molekiiler kiitlesi 32,3 kDa olarak
bulunmustur. Bu enzimin katalitik aktiviteleri incelendiginde serin protezlari inhibe
edicilerle inhibe oldugu igin bir serin proteaz oldugu goriilmiistiir. Enzimin Km ve Vmax
degerleri 0,24 mM ve 2,8 pg.ml!.dk™! olarak bulunmustur. Enzim maksimum aktivitesini
37 °C ve pH 7,4 fizyolojik sartlarinda gostermistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda fibrinolitik
enzimin fibrindeki a ve A baglarin1 parcaladigi goriilmiistiir. Bafibrinase enzimi kollojeni
parcalamadigi gibi HT2 hiicreleri veya memeli eritrositlere de toksik degildir. Bunlarin
otesinde bafibrinase enzimi 2 mg/kg’lik dozunda higbir toksik etki goriilmemistir ve fareler
tizerindeki ¢alismalarda trombolitik ilag¢ olarak daha giivenli ve iy1 oldugu i¢in gelistirilmesi
uygun goriilmiistiir. Bafibrinase enzimi ayn1 zamanda invitro trombiis pargalanmasinda
insan plazmininden daha etkilidir. Bafibrinase enziminin invivo antikoagiilant dogasi tedavi

ve korumada etkili oldugu kesfedilmistir (Mukherjee ve Rai 2011).

Zhang ve arkadaslari, yeni bir fibrinolitik enzim saflastirip siiflandirmislardir. N-V
proteaz 2 kDa molekiil agirliginda tek zincirli bir proteindir. Optimum pH ve sicaklik
degerleri 7,8 ve 45 °C ’dir. Enzim aktivitesi serin proteazin inhibe edicileri tarafindan
tamamen inhibe olmustur. NCBI (Ulusal biyoteknoloji bilgi merkezi) veri tabaninda yapilan
incelemede Maldi-TOF MS analizlerine gore hicbir protein sekans eslesmesine

rastlanmamistir (Zhang ve ark. 2007).
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Majumdar ve ark. bu ¢alismada Brevibacillus FFO?2B tiirtinden fibrinolitik serin proteaz
olan Brevithrombolase enziminin farmakolojik karakterizasyonunu ve biyokimyasal
Ozelliklerini  incelemislerdir.  Ayrica bu  enzimin trombolitik  potansiyelide
degerlendirilmistir. Bu monomerik proteazin molekiiler agirligi 55 kDa olarak bulunmustur.
Brevithrombolase enziminin optimum aktivitesi pH 7,4 ve 34°C’da goriilmiistiir. Hidrolitik
aktivitesinin kazein ve fibrinojen substratlar1 iizerinde etkili oldugu saptanmigtir.
Brevithrombolase, plazmin ve streptokinaz enzimleri arasindaki en yiiksek fibrinolitik ve
trombolitik etkili enzim olarak bulunmustur. Brevithrombolase emzimin kardiyovaskiiler
hastaliklarda tedavi edici ilaglar i¢in gelistirilebilecegi gosterilmistir (Majumdar ve ark.
2014).

Wang ve arkadaslar1 tarafindan Neanthes Japonica ile tretilip amonyum siilfat
coktiirme, hidrofobik kromotografi ve jel filtrasyon kromatografisiyle saflastirilarak NJP
adl1 bir proteaz enzimi elde edilmistir. Molekiiler kiitlesi SDS-Page ve Maldi-Tof kiitle
spektrofotometresi  kullanilarak yaklasik olarak 28,6-33,5 kDa arasinda oldugu
belirlenmistir. Monomerik formda bir proteazdir. izoelektirik noktas1 9,2 olarak belirlenmis
olup pH’1 7-10 araliginda stabil oldugu goriilmiis; optimum sartlar1 40 °C ve pH 9 olarak
belirlenmistir. NJP enziminin hidroliz islemi o baglari ile baslayip A baglar1 ve  baglar
seklinde devam etmistir. NJP enzimi PMSF(fenil metil siilfonil floriir) ile tamamen inhibe
olmustur. NJP enzimi bir alkalin serin proteazdir ve trombozis tedavisinde umut vaadeden
bir enzim olarak belirlenmistir (Wang ve ark. 2011).

Silva ve arkadaslari, Streptomyces DPUA1576 tiirii ile iiretilen fibrinolitik enzimin
saflagtirmasini PEG (polietilenglikol)-fosfat tuzu iki fazli su sistemini kullanarak
yapmuslardir. Fibrinolitik proteazin ayrilmasinda pH, PEG’in molar kiitlesi, PEG ve fosfat
konsantrasyonunun etkileri 2° fonksiyonel dizayn ydéntemi kullanilarak incelenmistir. En
yiiksek ayrilma orant % 20 PEG ve % 15 fosfat ortaminda pH 8 oldugu durumda
gorilmistiir. Yapilan ¢alismalar sonucunda PEG-Fosfat metodunun enzim ayirma ig¢in
alternatif bir yontem oldugu ifade edilmektedir ( Silva ve ark. 2013).

Cha ve arkadaslan tarafindan kati kiiltiir sartlarinda substrat olarak misir koganinin
kullanimiyla Pleurotus eryngii’den enzim eldesi incelenmistir. Fibrinolitik proteaz
enziminin saflastirilmasi1 ve biyokimyasal Ozellikleri iizerine calisilmistir. Elde edilen
enzimin molekiiler kiitlesi SDS-Page kullanilarak 14 kDa olarak belirlenmistir. Enzimin
kromojenik substratlar tizerindeki etkisi incelendiginde en yiiksek aktiviteyi Tosyl-Gly-Pro-
Pro-Lys-P-Nitronilide i¢in bulunmustur. Km ve Vmax degerleri 0.18 mM ve 535 U/ml olarak
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bulunmustur. Enzim fenilmetilsiilfonilfloriir (PMSF) varliginda tamamen inhibe olmustur.
Buda bir serin proteaz oldugunu gosterir. N terminal sekansi “A-M-D-S-Q-T-D-A-S-Y-G-
LA-N-D” olarak bulunmustur. Enzim aktivitesinin pH’ 1 4.0-6.0 araliginda stabil, pH=5 ve
40 °C’da optimum oldugu saptanmistir. Enzimin bes dakikalik inkiibasyon sonunda o
baglarinin hepsini hidroliz ettigi ve sonraki on dakika i¢inde B baglarin1 yiktig1 gorilmistiir
(Cha ve ark. 2010).

Patel ve arkadaslari, Euphorbia hirta bitki oziinden iyon degisim ve jel filtrasyon
kromatografisiyle fibrinolitik aktiviteye sahip proteaz enzimi saflastirmislardir. N terminal
sekansindaki aminoasit dizilimi “Y-A-V-Y-I-G-L-I-L-L-E-T-A-A-I-N-N-E”  olarak
bulunmustur. Elde edilen bu enzimin esteraz ve amilaz aktivitesi gosterdigi de goriilmiistiir.
Bu enzim fibrin pihtisindaki a, B ve A baglarini sirasiyla pargalar. Enzimlerin aktivite
gosterdigi optimum pH ve sicakligin sirasiyla 7,2 ve 50 °C oldugu saptanmistir. PMSF
kimyasali kullanildiginda tamamen inhibe olmustur. Enzimin CD-spectra goriintiilemede
beta kirilmali yapisinin alfa heliks yapisindan daha yogun oldugu goriilmistiir. Bu
sonuclardan da yola ¢ikarak elde edilen enzimin trombin benzeri bir serin proteaz oldugu
goriilmiis, endiisrtiyel ve terapotik uygulamalarda gelecek vaadettigi diisiintilmiistiir (Patel

ve ark. 2012).

Shirasaka ve arkadaslari, ticari olarak satilan geleneksel fermente piring yiyeceginden
izole edilen Aspergillus oryzae KSK-3 susu ile fibrinolitik aktivitesi olan bir enzim
tretmislerdir. Aspergillus oryzae KSK-3iin kiiltiir sivis1 ultra filtrasyonla konsantre edilip
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon degisim kromotografisi ve jel filtrasyon kullanilarak
saflagtirilmistir. SDS-Page ile molekiiler kiitlesi 30 kDa olarak bulunmustur. Enzimin
maksimum fibrinolitik aktivitesi pH 6 ve 50 °C’da gbzlenmistir. Saflastirilan enzimin pH 4-
9 ve sicaklik 45 °C’1n iistiinde stabil oldugu goriilmiistiir. Kromojenik substratlar arasinda
en yliksek aktivite S-2238 goriilmiis olup PMSF ile tamamen inhibe olmustur. Bu
sonuclardan yola ¢ikarak bu enzimin serin proteaz olduguna karar verilmistir. Enzimin oral
kullaniminda yiiksek verimlilik ve nontoksik etkili oldugu saptanmis olup gelecekteki
terapotik uygulamalarda kullanilabilir oldugu goriilmiistiir (Shirasaka ve ark. 2012).

Avhad ve arkadaslar1, Bacillus sphaericus MTCC 3672’den fibrinolitik enzim iretimini
bir litrelik biyoreaktdr Olgeginde ultrasonik ses dalgalar1 kullanarak incelemislerdir.
Ultrasonik ses dalgalar1 destekli iiretimin optimizasyonu ic¢in merkezi kompozit dizayn

metodu (MKD) kullanilmigtir. Farkli proses parametreleri etki zamani, uygulama hacmi ve
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ultrasonik ses dalgalar1 giicli gibi degiskenler 11 deneysel uygulamada yiiriitilmiistir.
Reaktordeki iiretime ultrasonik sesin kiitle transferine etkisini incelemek amaciyla
sonikasyon yapilmayan sistemle kiyaslama yapilmistir. Optimize edilmis ultrasonikasyon
protokoliiniin fibrinolitik enzim iiretiminde 1.48 kat artis sagladig1 belirtilmistir. Bu ¢alisma
ile reaktorlerde sonikasyon kullanimi kiitle transferini ve dolayli olarak enzim iiretimini
arttirdig1 icin alternatif bir yontem olarak kaydedilmistir (Avhad ve Rathod 2015).

Singh ve arkadaslari, Hindistan geleneksel yiyeceklerinden izole edilen fibrinolitik
aktiviteye sahip mikroorganizmalar iizerine ¢aligmislardir. Fibrinolitik aktivite tayini i¢in
basit ve hizli bir spektrofotometrik yontem kullanilmistir. Cogunlukla soya ve balik {irtinleri
tabanli proteince zengin fibrinolitik aktiviteye sahip 31’den fazla fermente gida iizerinde
calisilmistir. Yiiksek fibrinolitik aktivite fermente kiiciik balik Cyprid‘de gdzlenmistir.
Fermente soya liriinlerinde ve fermente baliktaki fibrinolitik aktiviteler substrat olarak fibrin
kullanilarak zymogramda tayin edilmistir (Singh ve ark. 2014).

Choi ve arkadaglari, Asterina pectinifera’dan saflastirilan starase enzimiyle
calismislardir. Starase enzimi SDS-Page ile yapilan oOlc¢iimlerde tek bant gostererek
molekiiler agirligr yaklasik 48 kDa olarak bulunmustur. Starase enziminin N-Terminal
sekanst “A-I-P-T-E-F-D-A-R-T-K-K-H-N-N" olarak bulunmus olup bilinen higbir
fibrinolitik proteaza benzememektedir. Starase enzimi en yiiksek spesifiteyi H-D-Val-Lev-
Lys-pNA substratinda gostermistir. Fibrinolitik aktivite gdsteren starase enziminin sadece
fibrin tikanikligin1 pargalamadigr ayni zamanda plazminojeni aktive ettigi gortilmiistiir.
Starase enzimi giiclii bir fibrinolitik aktivite gdstermis ve fibrindeki ti¢ bag1 da hizli bir
sekilde parcalamistir (Choi ve ark. 2014).

Bi ve arkadaslari, diinya c¢apinda en fazla 6liime sebep olan ii¢ faktorden biri olan
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisi i¢in antitrombolitik etkili bir ilag gelistirdiklerini ifade
etmislerdir. Urechis unicinctus kurdundan anyon degistirici ve jel filtrasyon kromotografisi
kullanilarak UFEIIl enzimi saflastirilmistir. Molekiiler kiitlesi, fibrinolitik aktivitesi ve
UFEIIl “in fibrinolitik davranislar1 belirlenmistir. Buna ek olarak UFEIIl enziminin
antitrombolitik etkisi tavsanlarda ve ratlarda invivo uygulamalarda denenmistir. UFEIII
enziminin molekiiler kiitlesi 20.8 kDa olarak bulunmustur. UFEIII enzimi direk fibrini
degrede etmemis fakat plazminojeni aktive etmistir. Ratlarda yapilan uygulamalar sonucu
trombozis azalmis ve tavsanlarda vena caval trombozis azalmistir. UFEIIl enziminin
fibrinolitik davranisinda a baglari> baglari> A baglar1 seklinde oldugu gosterilmistir (Bi ve

ark. 2013).
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Gion ve arkadaslar fibrinolitik terapinin etki ve giivenligini gelistirmek i¢in yilan
zehrinden izole ettikleri fibrinolitik enzimlerde calismiglardir. 2 fibrinolitik enzim
bulunmustur, bunlar; Colombienases I ve Colombienases II ‘dir. Kayda deger bir aktivite
Bothrops colombiensis zehrinden izole edilen enzim tarafindan gdsterilmistir.
Colombienases enziminin fibrinolitik sistemi harekete gegirmeksizin fibrinojenin a ve f3
baglarin1 yikmistir. Ek olarak Colombienases -11 enzimi fibrinojenin A baglarini da yikmaigtir.
Laminin ve tip-4 kolajenin Colombienases enzimine karsi direngli oldugu goriilmiistiir.
Jelatin-zymogram analizi B. Colombiensis 'in zehrindeki bantlar 64 ve 148 kDa araliginda
oldugunu gostermistir. Enzim metalloproteaz inhibitorleri tarafindan inhibe olmustur. Bu
calismada Colombienases enzimlerinin direkt fibrinolitik aktivite gosterdikleri gorilmistiir.
Yani terapotik ¢aligmalarda trombolitik ajan olarak kullanilabilecegi kaydedilmistir (Gion

ve ark. 2008).

Afifah ve arkadaslari, yaptiklart ¢alismada enzim iiretimindeki yiiksek maliyetin,
endiistrideki enzim uygulamalarinin smirlayicist  oldugunu belirlemislerdir. Enzim
tretiminde besiyeri se¢imi olduk¢a 6nemlidir. Enzim tiretiminin optimizasyonundaki temel
parametreler; besiyeri bilesimi, biliyiime ve c¢evresel sartlar olarak belirlenmistir. Bu
calismada Bacillus licheniformis RO3; red oncom geleneksel besininden izole edilmistir.
Farkli besiyerleri kullanilarak fibrinolitik proteaz iiretimi test edilmistir. 3 tip besiyeriyle
calisilmigtir. Proteaz aktivitesi substrat olarak kazein kullanimiyla spektrofotometrik
yontemlerle test edilmistir ve proteaz aktivitesi fibrinojen substrati kullanilarak zymogram
analizleriyle onaylanmistir. LB (Luria-Bertani) besiyeri i¢inde Bacillus licheniformis RO3
36 saatlik fermantasyon sonunda en yiiksek proteaz aktivitesi maksimum 0,024 U/ml olarak
bulunmustur. En iyi sonu¢ LBS (Skim milk ekli LB ortami) besiyerinde Bacillus
licheniformis RO3 ile saglanan en yiiksek proteaz aktivitesi 0,051 U/ml olarak elde
edilmistir. Bu sonuglar gostermistir ki red oncom powder; fibrinolitik proteaz iiretimi igin
potansiyel besiyeri olarak kullanilabilirdir (Afifah ve ark. 2015).

Chang ve arkadaslar1, deniz bakterisi Bacillus vallismortis’ten alkalin serin proteaz geni
Bvsp’yi klonlamislardir. 320 aminoasit kodlanmis ve molekiiler kiitlesi 34,4 kDa olarak
bulunmustur. Aminoasit sekans analizi gostermistir ki Bvsp %72’lik bir oranla daha 6nce
rapor edilen proteazlara benzerdir. Bvsp enzimi optimum aktivitesini pH 6,5’de 54 °C’da
gostermis ve 6-10 pH ve 40-60°C sicaklikta stabil kalmistir. Enzim aktivitesi bazi metal
iyonlar1 varhginda (Ca*> Mg, Zn*? ve Ba*?) artmaktadir, 6zellikle Ca* iyonu varhiginda

enzim aktivitesi 100 U/ml’ye kadar ulagmistir. Bvsp enzimi plazminojen aktivatorii degildir.
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Bvsp ayrica a ve B baglarin1 kolayca fakat A baglarini yavas yavas parcalamistir. Boylece
Bvsp’nin kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisi i¢in bir potansiyel olusturdugu goriilmiistiir
(Cheng ve ark. 2015).

Vijayaraghavan ve ark. tarafindan kati hal fermantasyonunda tarim kalintilart
fibrinolitik enzim {iretiminde substrat olarak kullamilmistir. Bu calismada 2° faktoriyel
dizayn ve merkezi kompozit dizayn (MKD) yontemi fermantasyon ortaminin optimizasyonu
icin kullanilmigtir. 2° faktoriyel dizayn metoduyla fiziksel faktorler; pH ve nem ve besin
bilesenlerinin; trehalose, kazein ve sodyum dihidrojen fosfat (NaH2POys) fibrinolitik enzim
tiretimi tizerinde onemli bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Merkezi kompozit dizayn
yonteminde bu ii¢ faktoriin optimum degerleri arastirilmistir. Optimize edilen besiyeri
fibrinolitik aktivitenin 2751 U/ml oldugunu gostermis ve bu aktivitenin optimize edilmemis
besiyerine gore 2,5 kat daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Fibrinolitik enzimin molekiiler
agirligr 55.5 kDa, optimum pH ve sicakligi sirasiyla 8,0 ve 50 °C olarak kaydedilmistir
(Vijayaraghavan ve Vincent 2015).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Proteaz Uretici Mikroorganizma

Calismada materyal olarak proteaz enzimi liretme yetenegine sahip mikroorganizma
yerel marketlerden temin edilen iiriinlerden izole edilmistir. Calismada kullanilan proteince
zengin kaynaklar olarak; sucuk, sosis, salam, siit, yogurt, peynir tiirleri ve konserve balik

tirleri kullanilmistir.

2.1.2. Ekipman

Hassas Terazi (Radwag AS 220.R2)

e Sogutmali Santrifiij (Niive NF 800)

e Manyetik Karistirict(Wisd MSH-20A)

e pH metre(Orion 3 Star)

e Buzdolabi (Vestel White FR 510P)

e Spektrofotometre(Genesys 10S UV-VIS)
e Vorteks (Velp ZX3)

e Calkalamali Inkiibator (Wisd Wisebath)
e Otoklav (Lab Companion ST-G Series)
e Laminer Akisli Kabin (Heal Force)

e (Calkalamali su banyosu (Niive ST402)

e Otomatik Pipetler (Brand Transferpette)

2.1.3. Kimyasallar

Calismada kullanilan biitiin kimyasallar analitik safliktadir. Kullanilan kimyasallar
sOyledir; maya oziitii, fibrinojen, trikloro asetik asit, sodyum asetat, ¢cinko asetat, tirozin,

sodyum karbonat, kalsiyum kloriir, amonyum kloriir, iire, jelatin, kazein, glikoz, siikroz,



maltoz, nutrient broth, thrombin, plate count skim milk agar, agaroz, ¢inko asetat, mangan

kloriir, fruktoz, potasyum fosfat, magnezyum siilfat, Tris-HCI, maya 6ziitii, Folin Ciocalteu.
2.1.4. Besiyerleri ve Substratlar

Plate Count Skim milk Agar; 5 g/l kazein, pepton, 2,5 g/l maya 6ziitii, 1 g/l D- glikoz,
15 g/l agar bilesiminde olup 121 °C’ da 1,1 atmosfer basingta 15 dakika sterilizasyon normu
uygulanarak hazirlanmistir. Bu karisim ticari olarak satin alinmis olup belirli oranlarda

cozelti hazirlanip otoklavlandiktan sonra her petriye 12,5 ml eklenerek kullanilmistir.

Kanli Agar Sec¢imli Besiyeri; Maya oziitii 10,0 g/1, pepton 10,0 g/I, sodyum kloriir 5,0
g/1, agar 15,0 g/l ve steril defibrine edilmis kan igerikli besiyeri ticari olarak satin alinmis

olup petriler direk kullanilmistir.

Fibrin Plate; 20 mM Tris-HCIl i¢inde hazirlanan %1,5’lik bovine fibrinojen
cozeltisinden 3 ml alinarak tizerine 1 ml thrombin ( 1 U/ml 20 mM Tris-HCI tamponunda
hazirlanmis) ve 3 ml %1°lik agaroz karistirilarak 80 °C’da 30 dakika boyunda isitilmistir.

Hazirlanan ¢6zelti petrilere dokiilerek donmasi beklenmistir.

Nutrient Broth; 5,0 g/l pepton, 3,0 g/l et ekstrakti icerigine sahip besiyeri ticari olarak

satin alinmis olup belirlenen miktarlarda ¢cozelti hazirlanarak sivi besiyeri i¢in kullanilmigtir.

Kazein Substrati; Proteaz enzim aktivitesinin kantitatif 6l¢imil icin substrat olarak
kazein kullanilmistir. 0,6 g kazein 100 ml 50 mM pH 7,5 Tris-HCI tamponu ile manyetik
karigtirict  lizerinde c¢oOzdiiriilmistiir. Kazein substrati, analizler i¢in taze olarak

hazirlanmstir.
2.1.5. Tampon ve Cozeltiler

50 mM Sodyum-Fosfat pH (6,0-6,5) ; 6,8 g potasyum dihidrojen fosfat ve 13,40 g di-
sodyum hidrojen fosfat (Na,HPOs) son hacim l1litre olacak sekilde distile suyla karistirildi.

Hazirlanan ¢ozeltinin pH’1, HCI veya NaOH kullanilarak istenilen degere ayarlandi.

50 mM Tris-HCI pH (7,0-7,5-8,0-8,5); 6,057 g Tris-HCI distile su ile 1 litreye

tamamlandi. HCl ile istenen pH ayarlandu.

Sitrat Tamponu (4,0-5,0); Tamponu hazirlamak i¢in iki farkli soliisyon kullanildi.

Birinci ¢ozelti 0,1 M’lik sitrik asit soliisyonu, ikinci ¢ozelti ise 0,1 M‘lik sodyum sitrat

26



solisyonudur. pH’1 4 olan tampon hazirlanirken birinci ¢ozeltiden 33,0 ml ve ikinci
cozeltiden 17,0 ml alinarak saf suyla 100 ml’ye tamamlandi. pH’1 5 olan tampon
hazirlanirken birinci ¢cozeltiden 20,5 ml ve ikinci ¢ozeltiden 29,5 ml alinarak saf suyla 100

ml’ye tamamlandi.

TCA Cozeltisi; 250 ml icin, 1,798 g TCA, 2,99 g Na-asetat ve 1,88 ml asetik asit son
hacim 250 ml olacak sekilde distile su ile karistirildi. Proteaz enzim aktivitesinin
belirlenmesi asamasinda, reaksiyonu sonlandirmak ve tirozinin serbestlesmesini saglamak

amactyla kullanildi.

2.2.Yontem

2.2.1. Proteaz Enzimi Ureten Susun izolasyonu

Calismada kullanilan suslar proteince zengin kaynaklardan 1 g tartilarak 100 ml steril
saf su icinde seyreltilmistir. Ardindan hazirlanmis skim milk agar iceren petrilere ekim
yapilarak 37 °C’da 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda petriler iizerinde
olusan temiz alanlar incelenerek en fazla agiklik olusturan koloniler se¢ilmis ve en yiiksek
proteolitik aktiviteyi gosteren sus secilmistir. En fazla ac¢iklik olusturan sus belirlenmis ve

kat1 besiyerine alinmigstir.
2.2.2. Aktif Kiiltiiriin Hazirlanmasi

Skim milk agarda izole edilen suslarin Laminer flow kabinde bek alevi baginda 50 ml
nutrient broth siv1 besiyeri igeren ortama 6ze ile ekimi yapilmistir. 37 °C’da 150 rpm’de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda elde edilen ortam 12000 rpm’de

santrifiijlenerek fibrin plate ve kanli agar ¢calismalarinda kullanilmstir.
2.2.3. Kanh Agar Petrilerine Proteaz Enzim Aktivitesi Belirlenmesi

Ticari olarak satin alinmis kanli agar petrilerine santrifiijleme sonucu elde edilen
siipernatantlar ilave edilerek 37 °C’da 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda

petriler lizerinde olusan temiz alanlar incelenmistir.
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2.2.4. Fibrin Plate Ortaminda Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Santrifiijleme sonucu elde edilen siipernatantin fibrin plate {izerine uygulamasi yapildi.
Bu amacla, 3 ml’lik fibrinojen ¢ozeltisi (20mM Tris-HCl i¢inde %1,5’lik bovine fibrinojen),
1 ml thrombin (1 U/ml 20 mM Tris-HCI tamponunda hazirlanmis), 3 ml %1’lik agaroz
kanistirilarak 80 °C’da 30 dakika boyunca 1sitildi. Ardindan her petriye esit olacak sekilde
dagitilarak donmasi1 beklendi. Kat1 hale gelen agar lizerine pastdr pipeti yardimiyla esit
yarigaplara sahip kuyucuklar agildi. Acilan bu kuyucuklar tlizerine 25 pl enzim ¢ozeltisi
eklenerek 37 °C’da inkiibasyona birakildi ve 12-24 saat inkiibasyon siiresi sonunda olusan

acik alanlar gdzlemlendi.
2.2.5. Proteaz Enzim Aktivitesinin Kantitatif Olarak Belirlenmesi

Takami ve arkadaslarinin tanimladig1 yonteme gore proteaz aktivite tayini yapilmistir.
[lk olarak pH 7,4’de hazirlanan %0,6°lik kazein ¢ozeltisinden 2,5 ml cam tiipe konulmustur.
Uzerine 0,5 ml enzim 6rnegi ilave edilerek 37 °C’da 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Bu asamada enzim substrati hidroliz ederek tirozin aminoasitlerini aciga ¢ikarmasi
saglanmistir. Ardindan ortam iizerine 2,5 ml TCA c¢ozeltisi eklenerek reaksiyonun durmasi
ve diger proteinlerin ¢okmesi saglanmistir. Bu asamada da 30 dakika inkiibasyona birakilan
ortam siizge¢ kagidindan siiziilerek siiziintiiden 0,5 ml alinmistir. Bu ortam tizerine 2,5 ml
0,5 M’lik Na>COs ¢ozeltisi eklenerek tizerine 0,5 ml %50°1ik Folin Ciocalteau ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Bu asamada 30 dakika inkiibasyona birakilarak bu siire sonunda vortekslenmistir
ve 660 nm dalga boyunda okunmustur(Takami ve ark. 1989). Ardindan daha onceden
olusturulmus tirozin standart grafigi kullanilarak aktivite hesab1 yapilmistir. Hesaplama i¢in
ise Esitlik 1°deki formiil kullanilmistir. Bu asamalarda kullanilan biitlin cam tiipler 200 °C’da

2 saat bekletilip steril edilerek kullanilmisgtir.

U (A 660
Enzim Aktivitesi(ﬁ) = Egim

" Enzim Hacmi(ml)xinkiibasyonsiresi(dak.)

)xToplam Hacim(ml)

xSeyreltme Faktorii  El

2.2.6. Tirozin Standart Egrisinin Hazirlanmasi

Standart grafik hazirlanitken 1 pl tirozin, 1ml 50 mM Tris-HCl tamponunda
¢Ozdiirtilmiistiir. Hazirlanan bu stok ¢ozelti temel alinarak Tablo 2.1°de tanimlanan farkli

tirozin konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlanmastir.
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Tablo 2.1.Tirozin standart egrisi hazirlanirken kullanilan ¢6zeltilerin bilesimleri

Konsantrasyon Stok cozeltiden eklenen miktar Tampondan eklenen miktar
(ng/ml) (uD) (uD
10 10 990
20 20 980
30 30 970
40 40 960
50 50 950

2.2.7. Ortam Bilesenlerinin Proteaz Aktivitesine Etkisinin incelenmesi

Vijayaraghavan ve ark. tanimlamis oldugu, 10 g/l glikoz, 10 g/l pepton, 10 g/l maya
oziitl, 1 g/l KbeHPO4, 0,5 g/1 MgSOys, 0,5 g/l CaCl> temel alinarak farkli karbon, azot ve iz

elementlerin etkisi incelenmistir (Vijayaraghavan ve Vincent 2015).
2.2.8. Farkh Karbon Kaynaklarimin Etkisi

Karbon kaynaklarmin etkisi incelenirken besiyeri olarak segilen ortamdaki karbon
kaynag1 yerine literatirde yaygin olarak kullanilan farkli karbon kaynaklarinin
kullanilabilirligi incelendi. Bu amacla temel alinan besi yerinde bulunan karbon kaynagina
es miktarda glikoz, maltoz, fruktoz, siikroz, nisasta kullanilmistir. Ortamdan farkl
zamanlarda numune alinarak enzim aktivitesi takip edilmis ve maksimum aktivite

belirlenmistir.
2.2.9. Farkh Azot Kaynaklarimin Etkisi

Ortama azot kaynaklarinin etkisi incelenirken temel besiyeri olarak kullandigimiz
ortamdan azot kaynaklari ¢ikarildi. Bunun yerine ayn1 oranlarda segilen azot kaynaklari ilave
edildi. Farkli azot kaynagi kullanilarak yapilan denemelerde iire, kazein, jelatin, pepton,
maya Oziitii kullanilmistir. Besiyeri ortaminda azot kaynagi olarak maya oziitii-pepton ve

maya 0ziitii- lire bilesimlerinin birlikte kullanildig1 deneyler yapilmistir.

29



2.2.10. iz Elementlerin Etkisi

Bu asamada en uygun karbon ve azot kaynaklarin kullanildigi ortamda bakteriyel
proteaz iiretiminde etkisinin tanimlandig1 iz elementlerin olumlu ve olumsuz etkileri
belirlenmistir. Bu amagla iz elementlerin etkisi 6 farkli ortamda incelenmistir. Birinci
ortamda temel besiyerine ek olarak KH2PO4 (1 g/1), MgS04 (0,5 g/1), CaCl2 (0,5 g/1) bilesimi
kullanilmistir. ikinci ortamda ise birinci ortamdan farkli olarak tiim bilesimden KH,PO4
bilesigi ¢ikarilmistir. Ugiincii ortamda ise birinci ortamdan farkli olarak MgSOq
cikarilmistir. Dordiincti ortamda ise birinci ortamdan farkli olarak CaCl, ¢ikarilmistir.
Besinci ortamda ise birinci ortama ek olarak ZnC4HgO4 bilesigi 0,5 g/l oraninda eklenmistir.
Altinct ortamda ise birinci ortama ek olarak 0,5 g/l oraninda MnCl> eklenmistir. Bu sekilde

bu elementlerin izole edilen sus ortamina etkisi belirlenmistir.
2.2.11. Protez Aktivitesinin Maksimum Oldugu Besiyeri Bilesiminin Belirlenmesi

Proteaz aktivitesinde 6nemli olan ortam bilesenlerinin en yiiksek aktivite degerini veren
ortam konsatrasyonlar1 deneysel tasarim yontemi kullanilarak incelenmistir. Bu amacla
kullanilan Merkezi Kompozit Dizayn Yontemi 2 veya daha fazla faktoriin bir veya birkag
cevap lizerine etkilerini modelleyerek optimizasyonunun yapilmast amaciyla
kullanilmaktadir. Bu yontem deneylerin tasarlanmasi, elde edilen veriler kullanilarak
cevaplar iizerine faktorlerin etkisinin belirlenmesi, bu etkilerin matematiksel modeller ile
ifade edilmesi ve faktdrlerin optimizasyonu asamalarini icermektedir. Deneysel tasarim ve

sonuclarin degerlendirilmesi amaciyla Design Expert 8.0 yazilimi kullanilmistir.

Merkezi Kompozit Dizayn yontemi uygulanirken 20 deney yapilmistir. Besiyeri
ortamlar1 37°C’da 150 rpm’de 24 saat inkiibasyon sartlarinda yapilmistir. Bu asamada
besiyeri icerisindeki optimum pepton, maya Oziiti ve fruktoz konsantrasyonlarinin
belirlenmesi amaglanmistir. Deneysel calismada kullanilan farkli konsantrasyon degerleri

Tablo 2.2’de belirtildigi gibidir.
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Tablo 2.2. Merkez Kompozit Dizaynina gore deneysel matris

Deney Pepton Kons. Maya oziitii Fruktoz Kons.,
No gl Kons., g/l g/l
1 7,50 7,50 7,50
2 12,50 7,50 7,50
3 7,50 12,50 7,50
4 12,50 12,50 7,50
5 7,50 7,50 12,50
6 12,50 7,50 12,50
7 7,50 12,50 12,50
8 12,50 12,50 12,50
9 5,80 10,00 10,00
10 14,20 10,00 10,00
11 10,00 5,80 10,00
12 10,00 14,20 10,00
13 10,00 10,00 5,80
14 10,00 10,00 14,20
15 10,00 10,00 10,00
16 10,00 10,00 10,00
17 10,00 10,00 10,00
18 10,00 10,00 10,00
19 10,00 10,00 10,00
20 10,00 10,00 10,00

2.2.12. Proteaz Enzim Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.12.1. Optimum Sicaklik ve pH’1n Belirlenmesi

Enzim aktivitesi ol¢limii baslamadan once %0,6’lik kazein ¢ozeltisiyle hazirlanan
substrat ortamlar1 incelenen sicakliklarda 30 dakika bekletilerek reaksiyon sicakligina
gelmesi saglandi. Ardindan istenen sicakliga gelmis substratlar (37, 50, 60, 70, 80, 90 °C )
tizerine 0,5 ml enzim eklenerek daha Onceki adimlarda yapilan proteaz aktivite tayini

asamalar1 ayni sekilde yapilmistir.

Proteaz aktivite dl¢limiinde farkli pH degerlerine sahip tamponlar kullanilarak enzimin
optimum pH’1 incelenmistir. Bu asamada pH; 4-9 aralig1 incelenmistir. Tablo 2.3’te verilmis
farkli tamponlarda hazirlanmis 2,5 ml %0,6°1ik kazein ¢ozeltisi tizerine 0,5 ml enzim eklenip

aktivite tayin prosediirii takip edilerek aktivite sonuglar1 belirlenmistir.
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Tablo 2.3.Farkli pH degerleri incelenirken kullanilan tamponlar

pH Kullanilan Tampon

4 50 mM Sitrat Tamponu

5 50 mM Sitrat Tamponu

6 50 mM Fosfat Tamponu
6,5 50 mM Fosfat Tamponu

7 50 mM Tris-HC] Tamponu
7,5 50 mM Tris-HC] Tamponu

8 50 mM Tris-HC] Tamponu

9 50 mM Tris-HC] Tamponu

2.2.12.2. Enzimin Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi

Enzim kinetik sabitlerinin belirlenmesi amaciyla 50 mM Tris-HCI tamponuyla 2.5
mg/ml konsantrasyonunda kazein stok c¢ozeltisi hazirlanmistir. Stok ¢ozelti kullanilarak

Tablo 2.4’te tanimlanan farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis ¢ozeltiler kullanildi.

Tablo 2.4. Enzim kinetik parametreleri belirlenirken kullanilan ¢ozeltiler

Konsantrasyon Stok cozeltiden Tampondan eklenen
(mg/ml) eklenen miktar (ml) miktar (ml)
0,4 1,6 8.4
0,6 2,4 7,6
0,8 3,2 6,8
1 4 6
1,2 4,8 5,2
1.4 5,6 4.4
1,6 6.4 3,6
1,8 7,2 2,8
2 8 2
2,5 10 0

Farkli substrat konsantrasyonlarina karsi dlcililen proteaz aktiviteleri ile olusturulan

grafikte Esitlik 2 kullanilarak K ve Vimax degerleri bulundu.

1 Km 1

V ~ VmaxsS Vmax

E2
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2.2.13. 16S rRNA Analizi

16S rRNA analizi, hizmet alimi yoluyla yapilmistir. Elde edilen 16S rRNA dizileri Gen
Bankasinda (URL-2, 2017) var olan diger bakteriyel dizilerle karsilagtirilmistir (BLAST

analizi). Karsilagtirma sonucu aralarindaki benzerlik oranlari tespit edilmistir.

2.2.14. Hiicre Biiyiime Egrisi

Belirlenen optimum ortamda hiicrenin biiylime egrisi elde edilmistir. Bu amagla farkl
zamanlarda alinan 6rnekler 5000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenerek hiicreler ayrilmigtir.
Stipernatant uzaklastirildiktan sonra 0,5 ml saf su eklenerek vorteksle homojenize edildikten

sonra 600 nm absorbansta kore kars1 okunmustur.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Fermentatif Protein Kaynaklarindan Sus izolasyon Sonuclari

Proteazlar; farkli endiistriyel ve medikal uygulamalarda kullanilan, yiiksek medikal ve
biyoteknolojik potansiyele sahip enzimlerdir. Biyoteknolojik faaliyetlerdeki ¢esitli
kullanimlar1 sebebiyle proteaz iireten suslar ve enzimler biiylikk 6nem tagimaktadir.
Fibrinolitik aktiviteye sahip enzim {ireten susun izolasyonu amaciyla yaptigimiz ¢alismada
farkl1 proteince zengin kaynaklarin aliman Orneklerinden 20 sus izole edilmistir. Bu
izolatlardan 2 susun proteaz iiretim ortaminda yapilan analiz sonucunda proteaz iiretiminde

negatif sonug verdigi, 18 susun ise proteaz iirettigi saptanmistir.

izole edilen suslarin enzim aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla skim milk agarl kati
enzim {liretim besiyerlerine ekim yapilip 37 °C’da 1 gece inkiibasyona birakilarak bu siire
sonunda petriler {izerinde olusan temiz alanlar incelenmistir ve en yiiksek ac¢iklik olusturan
suslarin petrideki goriintiileri Sekil 3.1° de gosterilmistir. Ton balig1 ve siitten elde edilen
suslarda olusan saydam kismin diger kaynaklardan elde edilenlerden biiyiikk oldugu

gorilmiustir.

Sekil 3.1. Skim milk kati besiyerinde suslarin olusturdugu agikliklar (a. Peynirden elde edilen sus,

b.siitten elde edilen sus, c.sucuktan elde edilen sus, d, e, f. ton baligindan elde edilen sus)



Skim milk agar kat1 besiyerinde yiiksek aktivite gosterdigi belirlenen 4 sus kanli agar
secimli kat1 besiyerine uygulandi. Bu uygulamadan sonra 37 °C’da 24 saat inkiibasyon
sonrast besiyeri lizerinde olusan acik alanlar incelendi. Ton baligindan elde edilen sus kanl
agarda aciklik olusturmustur. Bu analizin sonucunda kanli agarda olusan aciklik Sekil 3.2°de

goriilmektedir.

Sekil 3.2. Kanli agar besiyerinde ton baligindan elde edilen susun olusturdugu ag¢ikligin gériintimii

Skim milk agarda yiiksek aktivite gosterdigi belirlenen 4 sus fibrin plate se¢cimli kati
besiyerine uygulandi. Fibrin plate katt ortaminin temeli invitro ortamda fibrinojen ve
thrombinin fibrin yapisin1 olusturmasina dayanmaktadir. Belirlenen suslar ortama
uygulandiktan sonra 37 °C’da 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan besiyeri lizerinde
olusan temiz alanlar incelenmistir. Olusan temiz alanlar mikroorganizmanin fibrinolitik
aktivite gosterdigini kanitlar. Olusan agik alanlar ne kadar biiyiikse enzim aktivitesi o kadar
yiiksektir. Bu asamada en fazla temiz alan olusumu ton balif1 susunda goriilmiistiir. Bu
analizin sonucu Sekil 3.3’de gosterilmistir. Fibrin plate ve kanli agar analizlerinden yola
cikarak en fazla acgiklik gosteren buna bagl olarak da en yiiksek fibrinolitik aktiviteyi
gosteren sus ton baligi kaynakli sus oldugu i¢in 16S rRNA analizi bu sus i¢in yapilmistir.
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Sekil 3.3. Fibrin plate kati besiyerinde suslarin olusturdugu agikliklarin gériiniimi

3.2. 16S rRNA Analizi

16S rRNA dizi analizi sonucu “Chromas” programi kullanilarak elde edilen niikleotid
dizisi verilmistir.
“CGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGGGAAGGGTAGCTTGCTACCTGA
CCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGAC
AACATTCCGAAAGGAATGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGCAGG
GGATCTTCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCAGATTAGCTAGTTGG
TGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATC
CGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGG
GGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAG
AAGGCCTTTTGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTGAGATTAA
TACTCTTGGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAG”

Elde edilen dizi, blast analizi yapildiktan sonra izolatin en yakin tiirler ile akrabalik
iligkisini belirleyen soyagaci ¢izilmis ve %93 benzerlik oraniyla yeni bir bakteri sinifina ait

oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 Filogenetik Agac

3.3. Besiyeri Bilesenlerinin Proteaz Enzim Uretimine Etkisi

Besiyerinde farkli karbon, azot ve iz elementlerin proteaz enzim iiretimine etkisi, ton
baligindan elde edilen sus i¢in incelenmistir. Farkli karbon kaynaklarimin kullanildig:
ortamlarda lretilen proteaz enzim aktivite 6l¢lim sonuglarna gore, analiz yapilan siire
igerisinde en yiiksek enzim sentezinin karbon kaynagi olarak fruktozun kullanildig: ortamda
gerceklestigi belirlenmistir. Ayrica diger bir karbon kaynag: olarak kullanilan glikoz ise
fruktozdan sonra en yiiksek aktivite gosteren karbon kaynagi olarak saptanmistir. Farkli
karbon kaynaklarina ait fruktoza gore bagil aktivite degerleri Sekil 3.5°deki grafikte

karsilastirilmistir.
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Sekil 3.5. Farkli karbon kaynaklariin enzim aktivitesi iizerine olusturdugu etkiler

Azot kaynaklar1 da enzim iiretimi tizerinde olduk¢a 6nemli bir faktordiir. Azot kaynagi
olarak kullanilan iire, jelatin, pepton, maya o6ziitii ve kazein bilesenleri arasinda en yiiksek
enzim aktiviteleri iire, pepton ve maya Oziitiiniin kullanildigi ortamlarda elde edilmistir.
Farkli azot kaynaklarmin kullanildigr deneylerden elde edilen iireye gore bagil aktivite

sonuglar1 Sekil 3.6’da karsilastiriimistir.
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Sekil 3.6. Farkli azot kaynaklarinin enzim aktivitesi iizerine olusturdugu etkiler
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Literatiirde yapilmis calismalarda da benzer karbon ve azot kaynaklari besiyeri ortam
bilesenleri olarak denenmistir. Chuprom ve arkadaslarinin Halobacterium LBU50301
tiiriiyle yaptig1 ¢alismada besiyerinde azot kaynagi olarak jelatin, maya oziitii, et ekstrakti,
kazein, kazaminoasit, tripton kullanildiginda en yiiksek aktivitenin bizim ¢alismamizdan
farkli olarak jelatinde goriildiigii saptanmistir (Chuprom ve ark. 2016). Chauhan ve
arkadaslar1 Bacillus RGR- 14 tiiriiyle yaptig1 ¢alismada ise besiyerinde karbon kaynagi olarak
nisasta, mannitol, maltoz, gliserol, fruktoz, glikoz, siikroz ve laktozu kullanmis ve en yiiksek
aktiviteyi calismamizdan farkli olarak nisastada gozlemlemislerdir, ayni sekilde azot
kaynagi olarak soya, kazaminoasit, pepton kullanmig en yiiksek aktiviteyi kazaminoasitte
gozlemlemislerdir (Chauhan ve ark. 2004). Tari ve arkadaslart Bacillus sp.’den yaptig
calismada besiyerinde karbon kaynagi olarak glikoz, glikoz surubu, fruktoz ve maltozu
kullanmis en yiiksek aktiviteyi maltozda gézlemlemislerdir. Azot kaynagi olarak ise kazein,
soya ve kesilmis siit kullanmis ve en yiiksek aktiviteyi soyada elde etmislerdir (Tari ve ark.
2006). Liu ve arkadaslar1 Bacillus natto NLSSE tiiriiyle yaptiklar1 ¢calismada besiyerinde
karbon kaynagi olarak kristal seker, maltoz, siikroz, gliserol, soya ve glikoz kullanmistir. En
yiiksek aktiviteyi ¢alismamizdan farkli olarak glikozda goriintiilemislerdir, ayn1 sekilde azot
kaynagi olarak soya, sodyum glutamat, amonyum siilfat ve maya oziitii kullanmis ve en
yiiksek aktiviteyi maya oziitiinde goriintiilemislerdir. Inorganik kaynaklar incelenirken de
CaClp, NaCl, KCly, MgS04, CuSOs ve KoHPO4 kullanilmis olup KH2PO4 ve MgSOs4
varlifinda aktivitenin ¢alismamizdan farkli olarak arttigini gozlemlemislerdir (Liu ve ark.
2005). Mishra Brevibacillus brevis BT2 tiirliyle yaptig1 ¢alismada besiyerinde karbon
kaynag olarak nisasta, sikkroz, maltoz, glikoz ve fruktoz kullanmis olup en yiiksek aktiviteyi
nisastada goriintiilemistir, ayni sekilde azot kaynagi olarak soya, maya 6ziitii, pepton, tripton
ve amonyum siilfat kullanmis en yiiksek aktiviteyi soyada goriintiilemistir (Mishra 2006).
Yaptigimiz ¢alismada literatiir ¢aligmalariyla ayn1 veya benzer karbon ve azot kaynaklar
kullanilmis maksimum aktivite karbon kaynagi olarak fruktozda, azot kaynagi olarak ise
pepton, iire ve maya Oziitiinde goriilmiustiir.

Ayrt ayrt azot kaynaklarinin izole edilen sus tarafindan kullaniminin incelendigi
deneylerde iire ile peptonun benzer bir verime ulastig1 goriilmiistiir. Besiyeri ortaminda azot
kaynag1 olarak maya 6ziitii-pepton ve maya Oziitii-iire iceren ortamlar1 birlikte denenmistir.
Azot kaynagi olarak maya Oziitii-pepton iceren ortam kullanildiginda elde edilen enzim
aktivitesi maya oOziitii-lire kullanilan ortama gore daha yiiksek olarak bulunmustur. Bu

sebepten dolay1 diger asamada yapilan merkezi kompozit dizayn yonteminde optimum azot
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kaynag1 konsantrasyonu belirlenirken pepton ve maya oOziitii ortam bilesenleri olarak
secilmigtir. Farkli kombine azot kaynaklarina ait bagil aktivite degerleri Sekil 3.7’ deki
grafikte karsilagtirilmistir.
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Sekil 3.7. Farkli kombine azot kaynaklarinin enzim aktivitesi iizerine olusturdugu etkiler

Yapilan c¢alismada ton baligindan elde edilen susun enzim aktivitesi iizerine iz
elementlerin etkisi incelenmistir. Bu amagla KoHPO4’mn bulunmadigr (a), MgSO4’1n
bulunmadigi (b), CaCl, “lin bulunmadigi (c), ZnC4HsO4’ 1m bulundugu (d), MnCl>’{in
bulundugu (e) ortamlarinda enzimin bagil aktivitesi belirlenmistir. Ayrica tiim bilesenlerin
bulundugu besi yeri (f) sonuglariyla da karsilastirilmistir. Tiim bu ortamlardan elde edilen

bagil aktivite sonuclar1 Sekil 3.8’de gosterilmistir.
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Sekil 3.8. iz elementlerin enzim aktivitesi iizerinde olusturdugu etkiler

Sekil 3.8’de goriilldiigli gibi b, c, d, e ortamlarinda enzim bagil aktivitesinin arttig1
gozlenmigtir ve MgSQ4, CaCl,, KH2PO4 bilesenlerinin enzim iiretimine olumsuz etki
gosterdigi belirlenmistir. MnClz, ZnC4HeOs, MnCl> elementlerinin ise pozitif etki

olusturdugu gozlenmistir.

3.4. Merkezi Kompozit Dizayn (MKD) Yontemi Deney Sonuclari

MKD ‘ye gore tasarlanan ve Tablo 3.1°de verilen deneysel plana gore 20 adet deney
yapilmustir. Proteaz liretiminde etkin oldugu belirlenen fruktoz konsantrasyonu, maya 0ziitii
konsantrasyonu, pepton konsantrasyonu bagimsiz degiskenler olarak belirlenmistir. Ayrica
iz elementlerin etkisinin incelendigi deneylerde proteaz aktivitesinin artmasina neden olan
0,5 g/l ZnC4HeO4, 0,5 g/l MnCl, tiim ortamlara ilave edilmistir. Tablo 3.1°de deneysel
tasarima uygun sartlarda elde edilen deney sonuglar1 ve kuadratik modele gore beklenen

sonuglar goriilmektedir.
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Tablo 3.1. Besiyeri bilesiminin etkisinin incelendigi MKD tasarimi ve sonuglari

Deney No Pepton Maya Fruktoz Deneysel Sonug Model Sonucu
kons, g/l oziitii kons, g/l Aktivite, IU/ml  Aktivite, IU/ml
kons, g/l
1 7,5 7,5 7,5 4,966 5,30
2 12,5 7,5 7,5 6,434 6,44
3 7,5 12,5 7,5 5,813 5,94
4 12,5 12,5 7,5 7,215 7,20
5 7.5 7.5 12,5 5,820 6,11
6 12,5 7,5 12,5 6,970 7,13
7 7.5 12,5 12,5 6,461 6,74
8 12,5 12,5 12,5 7,937 7,89
9 5,80 10 10 6,077 5,60
10 14,20 10 10 7,447 7,52
11 10 5,80 10 5,885 5,55
12 10 14,20 10 6,800 6,73
13 10 10 5,80 6,649 6,52
14 10 10 14,20 8,058 7,79
15 10 10 10 6,676 7,04
16 10 10 10 7,130 7,04
17 10 10 10 7,294 7,04
18 10 10 10 6,676 7,04
19 10 10 10 7,130 7,04
20 10 10 10 7,294 7,04

Deneysel planin matematiksel modele uyumu kullanilan yazilim yardimuiyla istatistiksel
olarak analiz edilmis ve sonuglar Tablo 3.2 ‘de verilmistir. incelenen araliklarda deneysel

sonuglarla uyumlu model ifade olarak kuadratik model se¢ilmistir.

Tablo 3.2. Deneysel sonuglarin model esitliklerine uyumunun istatiksel 6zeti

Kaynak Siral1 Lack of Fit Uyarlanmig ~ Tahmini

p-degeri p-degeri R? R?
Lineer < 0.0001 0.1244 0,675 0,559 Onerilmis
2F1 0.9951 0.0727 0,602 0,122
Kuadratik 0.0193 0.2587 0,800 0,427 Onerilmis
Kiibik 0.6436 0.0779 0,768 -7,030
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Kuadratik model denklemin uygunlugunun istatiksel sonuglari Tablo 3.3’de
goriilmektedir. Model regresyon katsayist (R?) 0,89 olarak bulunmustur. U¢ bagimsiz
degiskenin incelenen araliktaki degisimlerinin %89 oraninda model tarafindan
tanimlanabildigi Onerilmektedir. Ayrica model icin daha uygun bir tanmim olan
uygunlastirilmis regresyon sabiti adjR? ifadesi 0,8 gibi yiiksek bir degerde bulunmasi

modelin agiklayiciliginin yeterli oldugunu gostermektedir.

Tablo 3.3. Bagimli ve bagimsiz degiskenlerin uygunlugunun istatistiksel verileri

Std. Sapma 0,341 R? 0,895
Ortalama 6,736 Uyarlanmis R? 0,800
Varyasyon Katsayisi 5,068 Tahmini R? 0,427
Tahmini Kareler Toplami 6,343 Uygun Keskinlik 10,741

Design Expert 8.0 (State Ease ) programi yardimiyla elde edilen modelin ANOVA test
sonuclar1 Tablo 3.4’ de goriilmektedir. %95 giiven araligina gore onerilen model 6nemlidir.
p-degeri 0,05’ten daha kiiciik olan model terimlerinin sonug {izerine etkisinin 6nemli,
0,1°den biiyiik terimlerin ise model i¢in 6nemsizdir. Buna gore incelenen ii¢ bagimsiz
degiskenin lineer etkileri ile maya Oziitii konsantrasyonunun iistel etkisi proteaz enzimi
{iretimi igin &nemli terimlerdir. Incelenen aralikta bu {i¢ bagimsiz degiskenin

etkilesimlerinin sonug {izerine etkisi goriilmemektedir.

Tablo 3.4.Besiyeri bilesenleri i¢in 6nerilmis modelin ANOVA test sonuglart

Karelerinin Serbestlik Karelerin F p-degeri
toplamm derecesi ortalamas1  Degeri  Prob > F
Model 9,916 9 1,102 9,452 0.0008 Onemli
A-Pepton 4,455 1 4,455 38,218  0.0001
B-YE 1,670 1 1,670 14,328  0.0036
C-Fruktoz 1,927 1 1,927 16,535  0.0023
AB 0,008 1 0,008 0,072 0.7937
AC 0,007 1 0,007 0,064 0.8057
BC 0,000 1 0,000 0,000 0.9842
A? 0,419 1 0,419 3,598 0.0871
B? 1,466 1 1,466 12,576  0.0053
C? 0,021 1 0,021 0,183 0.6781
Kalint1 1,166 10 0,117
Veriye uyum eksikligi 0,756 5 0,151 1,846 0.2587 Onemli degil
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Deneysel tasarima gore elde edilen sonuglara uygun olarak 6nerilmis matematiksel ifade
Esitlik 3’de verilmistir. Model ifade bagimsiz degiskenlerin ger¢ek degerleri cinsinden

tanimlanmis formudur.

Proteaz (IU/ml)  =-5,367
0,771 * Pepton
1,113 *YE

0,080 * Fruktoz

0,005 * Pepton * YE

-0,005 * Pepton * fruktoz

0,000 * YE * fruktoz

-0,027  * Pepton®

-0,051 * YE?

0,006 * fruktoz? E3

Incelenen iki bagimsiz degiskenin farkli noktalarinda proteaz aktivitesi iizerine etkisi
kontiir ve ii¢ boyutlu grafikler yardimiyla goriilebilmektedir. Sekil 3.9, 3.10, 3.11 ‘de
goriilen ti¢ boyutlu grafikler ile birlikte etkileri gosterilmistir. Kompleks azot kaynaklari ve
fruktoz konsantrasyonun proteaz aktivitesine etkisi Sekil 3.9 ve 3.10°da goriilmektedir. Her
iki azot kaynaginda da artan fruktoz konsatrasyonuyla enzim aktivitesinde artis
gozlenmektedir. Maya Oziitiiniin yiiksek konsantrasyonunda bir azalma gozlenirken
peptonun yiiksek konsatrasyonlarinda artis egiliminde bir azalma gozlenmektedir. Iki azot
kaynaginin konsantrasyonundaki degisimin proteaz aktivitesine etkisi Sekil 3.10°da
goriilmektedir. Fruktoz ile olan egrilerdeki degisime benzer bir egilim bu grafiktende
goriilmektedir. Diisiik konsantrasyonlarda azot kaynaklarindaki artis ile enzim aktivitesinde
artis gbzlenmektedir. Peptonun iist konsantrasyonlarinda bu artis dururken maya 6ziitiiniin

ist konsantrasyonunda aktivitede azalma gozlenmektedir.
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Sekil 3.9. Fruktoz ve maya o6ziitii konsantrasyonuna gore proteaz aktivitesinin zamanla degisimi

Proteaz Aktivitesi, IU/mi

Maya Ozlitii Kons. g/L 5707570

Pepton Kons. g/L

Sekil 3.10. Pepton ve maya 6ziitii konsantrasyonuna gore proteaz aktivitesinin zamanla degisimi
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Proteaz Aktitesi, IUm

Pepton Kons. g/L

Sekil 3.11. Fruktoz ve pepton konsantrasyonuna gore proteaz aktivitesinin zamanla degisimi

Elde edilen model denklemin Myers ve Montgomery tarafindan Onerilen sayisal
optimizasyon yontemiyle maksimum proteaz aktivitesi (8,30 IU/ml) i¢in incelenen araliktaki
bagimsiz degiskenlerin degerleri 14,22 g/1 pepton, 11,190 g/l maya 6ziitii, 14,22 g/l fruktoz

olarak belirlenmistir.

iz elementler iizerinde yapilan galismalar sonucunda da kullanilacak optimum besiyeri
bilesimi 0,5 g/l ZnC4HeO4, 0,5 g/l MnCly, 14,22 g/l pepton, 11,190 g/l maya 6ziitii, 14,22 g/
fruktoz olarak belirlenmis olup bu asamadan sonraki biitiin ¢alismalarda bu besiyeri
kullanilmistir. Optimum besiyerinin belirlenmesine miiteakip enzimin optimum sicaklik ve

pH degerlerini belirlemek amagli enzim karakterizasyonu yapilmistir.

3.5. Enzim Karakterizasyon Sonuclar:

Ton baligindan elde edilen sus, optimum besiyerine ekilerek 37 °C’da inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 enzim oda sicakliginda 12000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenerek diger
hiicrelerden uzaklastirilarak siipernatant kisimda kalan enzimlerle farkli sicaklik ve pH

araliklarinda enzim aktivitesi incelenmistir.

Ton baligindan elde edilen susun proteaz enzim aktivite tayini yapilirken enzim ve %
0,6’lik kazein substrat1 37- 90 °C sicakliklar arasinda 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.

Siire sonunda enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik degerinin 60°C oldugu
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belirlenmistir. Bu ¢aligma sonucunda farkl: sicakliklarda belirlenen enzim aktivite degerleri

Sekil 3.12°deki grafikte gosterilmistir.
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Sekil 3.12. Farkli sicakliklarda 6lgiilen enzim aktivite degerleri

Enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH degerini belirlemek amaciyla enzim ve
substrat pH 4,0-9,0 araliginda farkli tamponlar kullanilarak hazirlanan %0,6’lik kazein
cozeltisi 60 °C’ da 30 dakika inkiibe edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda farkli pH degerlerinde
belirlenen enzim aktivite degerleri Sekil 3.13’deki grafikte gosterilmistir. Inkiibasyon

sonrasi en yiiksek enzim aktivitesinin pH 7,0’da oldugu saptanmustir.
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Sekil 3.13. Farkli pH degerlerinde 6lgiilen enzim aktivite degerleri

Wang ve arkadaslar1 yaptiklari calismada Neanthes japonica ‘dan elde ettikleri NJP adli
enzimin pH 7-10 araliginda aktivite gdsterdigini saptamis ve optimum pH ve sicaklik
degerlerini ¢alismamizdan farkli sekilde 9 ve 40°C olarak bulmustur (Wang ve ark. 2011).
Cha ve arkadaslar yaptiklar1 ¢alismada Pleurotus eryngii’den elde ettikleri fibrinolitik
enzimin pH 4-6 araliginda aktivite gosterdigini ve optimum pH, sicaklik degerlerini ise
calismamizdan farkli sekilde 5 ve 40°C olarak bulmuslardir (Cha ve ark. 2010). Shirasaka
ve arkadaglar1 yaptiklar1 calismada Aspergillus oryzae KSK-3’den saflastirilan fibrinolitik
enzimin pH 4-9 araliginda stabil oldugunu ve optimum pH ve sicaklik degerlerinin ise
calismamizdan farkli sekilde 6 ve 50°C olarak bulunmustur (Shirasaka ve ark. 2012). Tian
ve arkadaslarmin yaptig1 ¢aligmada fibrinolitik etkiye sahip enzimin aktivite gosterdigi
optimum sicaklik ve pH degerleri ¢alismamizla benzer sekilde 40 °C ve 7 olarak
bulunmustur(Tian ve ark. 2015). Hahn ve arkadaslari ise Tenedora sinensis’ten elde ettikleri
fibrolaz enziminin aktivite gosterdigi optimum sicaklik ve pH degerlerini ¢aligmamizla
benzer sekilde 30 °C ve 7 olarak bulmustur (Hahn ve ark.1999). Mukharjee ve Rai tarafindan
yapilan ¢alismada Bacillus Sp. AS-S20-1 tiirii ile iiretilen babifibraz adli enzimin optimum
aktivite sicaklik ve pH degerleri calismamiza benzer sekilde 37 °C ve 7,4 olarak bulunmustur

(Mukherjee ve Rai 2011). Zhang ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada elde ettikleri optimum
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sicaklik ve pH degerleri ¢calismamiza benzer sekilde 45 °C ve 7,8 olarak bulunmustur (Zhang

ve ark. 2007).

Literatiir arastirmasinda farkli kaynaklardan elde edilen enzimlerin farkli sicaklik ve pH
degerinde maksimum aktivite gostermektedir. Caligmada ham enzim kullanilarak yapilan

deneylerde notral pH ‘larda ve nispeten yliksek sicakliklarda maksimum enzim aktivitesi

elde edilmistir.

3.6. Hiicre Biiyiime Egrisi

Ton baligindan izole edilen susun biiyliime egrisi olusturmak amaciyla 32 saat boyunca
belirli saat araliklarinda alinan 6rneklerden yapilan Sl¢timler sonucu elde edilen biiyiime
egrisi Sekil 3.14’de verilmistir. Bu grafige gore izolat 25.saat itibari ile logaritmik
biiyiimesini tamamlamaktadir. 25. Saatten sonra ise mikroorganizma duragan fazda devam

etmektedir.
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Sekil 3.14. Mikroorganizmaya ait biiyiime egrisi
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3.7. Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi

izole edilen sus kullanilarak elde edilen ham proteaz enziminin 0,4 - 2,5 mg/ml kazein
varliginda Michaelis-Menten kinetik parametreleri; Km ve Vmax, Lineweaver-Burk grafigi
cizilerek hesaplanmistir. Kim ve Vimax degerlerini sirastyla 1,5615 mg/ml ve 32,25 ug.ml!.dk"
! olarak hesaplanmustir. Literatiirde yapilan ¢alismalarda Majumdar ve arkadaslart K ve
Vmax degerlerini sirastyla 0,39 mM ve 14,3 pg.ml!.dk ! olarak bulmustur (Majumdar ve ark.
2014), Cha ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada K ve Vmax degerleri sirasiyla 0,18 mM ve
53,5 pg.ml'.dk! olarak bulmustur(Cha ve ark. 2010). ismarci’nin yaptig1 ¢alismada K, ve
Vmax degerlerini sirastyla 0,77 mg/ml ve 3,58 ug.ml'.dk™! olarak bulmustur (ismarc1 2014).
Yapilan literatiir aragtirmas1 sonucu elde edilen Viyax degerinin genellikle diger ¢alismalara
gore biiyiik veya yaklasik oldugu sonucuna varilmistir. Vmax degeri enzimin aktivite
gosterdigi maksimum hiz olarak tanimlandigindan elde edilen enzimin aktivitesinin yiiksek
oldugu sonucuna varilir. Elde edilen K, degerleri incelendiginde ise genellikle literatiirdeki
Km degerlerinden kiiciik oldugu goriilmiistiir. K degeri enzimin substrattan ayrilma
egilimini ifade ettiginden Ky, degerinin kiigiik olmasi enzim aktivitesi i¢in olumlu bir sonuca

gotiiriir. Hesaplama isleminin yapildig1 Lineweaver-Burk grafigi Sekil 3.15°de verilmistir.
0.12 ~
0.1 -

0.08 -

0.06 -

y =0.0484x + 0.031
R?2=0.9698

1/V, ml/TU

0.04 -

en)

-0.02 -
1/S, ml/mg

Sekil 3.15. Proteaz Enziminin kazein substratiyla elde edilen Lineweaver-Burk Grafigi
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4.SONUCLAR VE ONERILER

Farkli fermentatif protein kaynaklarindan alinan Ornekler kullanilarak elde edilen

bakteriyel bir sustan fibrinolitik proteaz enzim tiretiminin arastirildigi bu ¢alismada elde edilen

sonuclar asagidaki gibidir;

1.

Proteince zengin kaynaklar kullanilarak toplamda 20 tane sus izole edilmistir. Bu
suslarin 18 tanesinin proteaz iirettigi 2 tanesinin proteaz iiretmedigi belirlenmistir.
Fibrinolitik proteaz iireten 18 sus i¢in skim milk kat1 enzim {iretim ortaminda
yapilan analizler sonucu fermente ton baligy, siit, peynir ve sucuk kaynakli suslarin

en yiiksek aktivite gosterdikleri belirlenmistir.

. Belirlenen suslarin kanli agar kati1 ortamina uygulandiginda tek aktivite gosteren

sus ton balig1 kaynakli sus olmustur. Burada kanli agar kat1 besiyeri lizerinde temiz
alanlar olusturarak enzim aktivitesinin varligi gézlenmistir.

Yine bu suslar fibrin-plate kati besiyeri ortamina uygulandiginda en yiiksek
aktiviteyi ton baligi kaynakli susun gosterdigi goriilmiistiir. Bu gozlemde kati
besiyeri ortamindaki fibrin yapiyr enzim hidrolize ederek plate {izerinde temiz
alanlar olusturmustur. Buda susun sahip oldugu fibrinolitik proteaz aktivitesini
kanitlar niteliktedir.

Secilen ton baligir kaynakli susun belirlenmesi ve kimliklendirilmesi amaciyla
yaygin olarak kullanilan genetik test 16S rRNA analizi kullanilmigtir. 16S rRNA
analizi sonucuna gore susun %93 oraninda benzer oldugu tespit edilmistir.

Enzim tretiminin maksimum oldugu sicaklik ve pH degerleri belirlenmesi i¢in
yapilan analizde, belirlenen susun 60 °C’da ve 7.0 pH’da maksimum aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Buda elde edilen susun kismen yiiksek sicakliklarda
direngli oldugu ve noétral pH seviyelerinde optimum oldugunu gostermistir.

Enzim tiretimi i¢in kullanilan besiyerinde karbon, azot ve iz elementlerin enzim
tiretimi iizerine etkisinin belirlenmesi i¢in karbon kaynagi olarak;glikoz maltoz,
nisasta,fruktoz, siikroz kullanilmistir. Karbon kaynaklarinda en yiiksek proteaz
aktivitesi fruktoz kullanildiginda elde edilmistir. Azot kaynagi olarak ise iire,

jelatin, pepton, maya 6ziitii, kazein kullanilmistir. Susun yiiksek aktivite gosterdigi



10.

11.

ortam karbon kaynagi fruktoz iken azot kaynagi ise maya oOziitii ve pepton oldugu
gozlenmistir.

Sus {lizerine iz elementlerin etkisi incelendiginde MgSO4, CaCl;, KH2PO4
bilesenlerinin enzim iiretimine olumsuz etki gosterdigi gdzlenmis olup ZnCsHeOs,
MnCl; elementlerinin ise pozitif etki olusturdugu belirlenmistir.

Bu asamalara ek olarak RSM olarak bilinen merkezi dizayn optimizasyon
yontemiyle sus i¢cin optimum besiyeri; 0,5 g/l ZnC4HgOs, 0,5 g/l MnCl,, 14,22 ¢/
pepton, 11,190 g/l maya 6ziitii, 14,22 g/ fruktoz olarak belirlenmistir.

Susun hiicre biiyiime egrisinde logaritmik artisin 15-25. saatler arasinda oldugu,
duragan fazin 30. saatten sonra basladig gozlenmistir.

Ham enzim i¢in yapilan kinetik parametrelerin incelenme ¢alismasinda Km ve Vimax

kinetik degerleri sirastyla 1,5615 mg/ml ve 32.25 pg.ml!.dk™! olarak bulunmustur.

52



10.

11.

12.

5. KAYNAKLAR

. Afifah, D. N., Sulchan, M., Syah, D., ve Suhartono, M. T. (2015). The use of red Oncom

powder as potential production media for fibrinogenolytic protease derived from
Bacillus licheniformis RO3. Procedia Food Science, 3, 453-464.

Anwar, A., ve Saleemuddin, M. (1998). Alkaline proteases: a review. Bioresource
technology, 64(3), 175-183.

Avhad, D. N., ve Rathod, V. K. (2015). Ultrasound assisted production of a fibrinolytic
enzyme in a bioreactor. Ultrasonics sonochemistry, 22, 257-264.

AYTEKIN, O. (2016). Uses of Proteolytic Enzymes on Treatment and Effects on Cow’s
Mastitis Treatment. Van Veterinary Journal, 27(1).

Bi, Q., Chu, J., Feng, Y., Jiang, Z., Han, B., ve Liu, W. (2013). Purification and
characterization of a new serine protease with fibrinolytic activity from the marine
invertebrate, Urechis unicinctus. Applied biochemistry and biotechnology, 170(3), 525-
540.

Bugg, T. D. (2012). Introduction to enzyme and coenzyme chemistry. John Wiley ve
Sons.

Budzynski, A. Z., Knight, L. C., ve Hasan, A. A. (1994). U.S. Patent No. 5,288,490. Washington,
DC: U.S. Patent and Trademark Office.

Crerar, L. D. (2005). Bats: Biology, Behavior and Folklore. The American Biology
Teacher, 67(8), 509.

Cha, W. S., Park, S. S., Kim, S. J., ve Choi, D. (2010). Biochemical and enzymatic
properties of a fibrinolytic enzyme from Pleurotus eryngii cultivated under solid-state
conditions using corn cob. Bioresource technology, 101(16), 6475-6481.

Chauhan, B., ve Gupta, R. (2004). Application of statistical experimental design for
optimization of alkaline protease production from Bacillus sp. RGR-14. Process
Biochemistry, 39(12), 2115-2122.

Cheng, Q., Xu, F., Hu, N, Liu, X., ve Liu, Z. (2015). A novel Ca2+-dependent alkaline
serine-protease (Bvsp) from Bacillus sp. with high fibrinolytic activity. Journal of
Molecular Catalysis B: Enzymatic, 117, 69-74.

Choi, J. H., Sapkota, K., Kim, S., ve Kim, S. J. (2014). Starase: a bi-functional

fibrinolytic protease from hepatic caeca of Asterina pectinifera displays antithrombotic



13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

potential. Biochimie, 105, 45-57.

Choti, J. H., Sapkota, K., Park, S. E., Kim, S., ve Kim, S. J. (2013). Thrombolytic,
anticoagulant and antiplatelet activities of codiase, a bi-functional fibrinolytic enzyme
from Codium fragile. Biochimie, 95(6), 1266-1277.

Collins, J. J., ve Works, H. S. T. (2008). Systemic Enzyme Therapy.

Contreras, A., Paape, M. J., Miller, R. H., Corrales, J. C., Luengo, C., ve Sanchez, A.
(2009). Effect of bromelain on milk yield, milk composition and mammary health in
dairy goats. Tropical animal health and production, 41(4), 493-498.

Chuprom, J., Bovornreungroj, P., Ahmad, M., Kantachote, D., ve Dueramae, S. (2016).
Approach toward enhancement of halophilic protease production by Halobacterium sp.
strain LBUS50301 using statistical design response surface methodology. Biotechnology
Reports, 10, 17-28.

Daniushchenkova, N. M., Berenshtein, T. F., Kardovich, G. A., ve But-Gusdaim, A. M.
(1982). Efficacy of antibiotics and proteolytic enzymes in the treatment of patients with
chronic osteomyelitis. Antibiotiki, 27(3), 196-199.

Deger, N. (2009). Akut Miyokard infarktiisiinde Trombolitik Tedavi Kime, Ne Zaman,
Nasil Yapilmalidir?. Turkiye Klinikleri Journal of Cardiology Special Topics, 2(2), 38-
44,

Dittmar, F. W., ve Dittmar, F. W. (2000). Enzyme therapy-a method of immune therapy
for women with a history of immunologically-induced habitual abortion. Foum Medizin
Verlagsgesellschaft, Forum Immunologie.

Dubey, V. K., Pande, M., Singh, B. K., ve Jagannadham, M. V. (2007). Papain-like
proteases: Applications of their inhibitors. African Journal of Biotechnology, 6(9).

e Silva, G. M. D. M., Marques, D. D. A. V., Porto, T. S., Lima Filho, J. L., Teixeira, J.
A. C., Pessoa-Junior, A., ve Porto, A. L. F. (2013). Extraction of fibrinolytic proteases
from Streptomyces sp. DPUA1576 using PEG-phosphate aqueous two-phase
systems. Fluid Phase Equilibria, 339, 52-57.

Fallis, A. (2013). Lippincott Illustrated Reviews: Pharmacology. Journal of Chemical
Information and Modeling.

Friedrich, F. (2003). Wobenzym® in the treatment of chronic pelvic inflammatory

disease. Pharmascript Report, Kathi-Kobus-Steig, 1.

54



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Genckal, H., ve Tari, C. (2006). Alkaline protease production from alkalophilic Bacillus
sp. isolated from natural habitats. Enzyme and Microbial Technology, 39(4), 703-710.
Girén, M. E., Salazar, A. M., Aguilar, 1., Pérez, J. C., Sanchez, E. E., Arocha-Pifango,
C. L., ve Guerrero, B. (2008). Hemorrhagic, coagulant and fibrino (geno) lytic activities
of crude venom and fractions from mapanare (Bothrops colombiensis)
snakes. Comparative Biochemistry and Physiology Part C: Toxicology ve
Pharmacology, 147(1), 113-121.

Gupta, R., Beg, Q., Khan, S., ve Chauhan, B. (2002). An overview on fermentation,
downstream processing and properties of microbial alkaline proteases. Applied
microbiology and biotechnology, 60(4), 381-395.

Hahn, B. S., Cho, S. Y., Wu, S. J., Chang, I. M., Baek, K., Kim, Y. C., ve Kim, Y. S.
(1999). Purification and characterization of a serine protease with fibrinolytic activity
from Tenodera sinensis (praying mantis). Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Protein
Structure and Molecular Enzymology, 1430(2), 376-386.

Van Holde, K. E., Johnson, W. C., ve Ho, P. S. (2006). Principles of physical
biochemistry.

Kato, T., Yamagata, Y., Arai, T., ve Ichishima, E. (1992). Purification of a new
extracellular 90—kDa serine proteinase with isoelectric point of 3.9 from Bacillus subtilis
(natto) and elucidation of its distinct mode of action. Bioscience, biotechnology, and
biochemistry, 56(7), 1166-1168.

Kim, W., Choi, K., Kim, Y., Park, H., Choi, J., Lee, Y., ve Lee, S. (1996). Purification
and characterization of a fibrinolytic enzyme produced from Bacillus sp. strain CK 11-4
screened from Chungkook-Jang. Appl. Environ. Microbiol., 62(7), 2482-2488.

Kotb, E. (2013). Activity assessment of microbial fibrinolytic enzymes. Applied
microbiology and biotechnology, 97(15), 6647-6665.

Liu, J., Xing, J., Chang, T., Ma, Z., ve Liu, H. (2005). Optimization of nutritional
conditions for nattokinase production by Bacillus natto NLSSE using statistical
experimental methods. Process Biochemistry, 40(8), 2757-2762.

Lu, F, Lu, Z., Bie, X., Yao, Z., Wang, Y., Lu, Y., ve Guo, Y. (2010). Purification and
characterization of a novel anticoagulant and fibrinolytic enzyme produced by
endophytic bacterium Paenibacillus polymyxa EJS-3. Thrombosis Research, 126(5),
e349-e355.

55



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Majumdar, S., Sarmah, B., Gogoi, D., Banerjee, S., Ghosh, S. S., Banerjee, S., ve
Mukherjee, A. K. (2014). Characterization, mechanism of anticoagulant action, and
assessment of therapeutic potential of a fibrinolytic serine protease (Brevithrombolase)
purified from Brevibacillus brevis strain FF02B. Biochimie, 103, 50-60.

Marder, V. J., ve Novokhatny, V. (2010). Direct fibrinolytic agents: biochemical
attributes, preclinical foundation and clinical potential. Journal of Thrombosis and
Haemostasis, 8(3), 433-444.

Mishra, V. K. (2016). Optimization of thermotolerant alkaline protease production from
Brevibacillus brevis strain BT2 using surface response methodology. Biocatalysis and
agricultural biotechnology, 7, 87-94.

Mukhametova, L. 1., Aisina, R. B., Lomakina, G., ve Varfolomeev, S. D. (2002).
Characterization of wurokinase type plasminogen activator modified by
phenylglyoxal. Bioorganicheskaia khimiia, 28(4), 308-314.

Mukherjee, A. K., ve Rai, S. K. (2011). A statistical approach for the enhanced
production of alkaline protease showing fibrinolytic activity from a newly isolated
Gram-negative Bacillus sp. strain AS-S20-1. New biotechnology, 28(2), 182-189.
Mukherjee, A. K., Rai, S. K., Thakur, R., Chattopadhyay, P., ve Kar, S. K. (2012).
Bafibrinase: A non-toxic, non-hemorrhagic, direct-acting fibrinolytic serine protease
from Bacillus sp. strain AS-S20-1 exhibits in vivo anticoagulant activity and
thrombolytic potency. Biochimie, 94(6), 1300-1308.

Narasaki, R., Kuribayashi, H., Shimizu, K., Imamura, D., Sato, T., ve Hasumi, K. (2005).
Bacillolysin MA, a novel bacterial metalloproteinase that produces angiostatin-like
fragments from plasminogen and activates protease zymogens in the coagulation and
fibrinolysis systems. Journal of Biological Chemistry, 280(14), 14278-14287.

Park, J. W., Park, J. E., Choi, H. K., Jung, T. W., Yoon, S. M., ve Lee, J. S. (2013).
Purification and characterization of three thermostable alkaline fibrinolytic serine
proteases from the polychaete Cirriformia tentaculata. Process Biochemistry, 48(5-6),
979-987.

Patel, G. K., Kawale, A. A., ve Sharma, A. K. (2012). Purification and physicochemical
characterization of a serine protease with fibrinolytic activity from latex of a medicinal
herb Euphorbia hirta. Plant Physiology and Biochemistry, 52, 104-111.

Patel, R., Dodia, M., ve Singh, S. P. (2005). Extracellular alkaline protease from a newly

isolated haloalkaliphilic Bacillus sp.: Production and optimization. Process

56



44.

45

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55

Biochemistry, 40(11), 3569-3575.
Percival, M. (1999). Understanding the natural management of pain and

inflammation. Clin. Nutr. Insights, 4, 1-5.

. Raafat, A. L., Araby, E., ve Lotfy, S. (2012). Enhancement of fibrinolytic enzyme

production from Bacillus subtilis via immobilization process onto radiation synthesized
starch/dimethylaminoethyl methacrylate hydrogel. Carbohydrate polymers, 87(2),
1369-1374.

Rai, S. K., ve Mukherjee, A. K. (2010). Statistical optimization of production,
purification and industrial application of a laundry detergent and organic solvent-stable
subtilisin-like serine protease (Alzwiprase) from Bacillus subtilis DM-04. Biochemical
Engineering Journal, 48(2), 173-180.

Raksakulthai, R., ve Haard, N. F. (2003). Exopeptidases and their application to reduce
bitterness in food: a review.

Rao, M. B., Tanksale, A. M., Ghatge, M. S., ve Deshpande, V. V. (1998). Molecular and
biotechnological aspects of microbial proteases. Microbiol. Mol. Biol. Rev., 62(3), 597-
635.

Scheindlin, S. (2007). Clinical enzymology: Enzymes as medicine. Molecular
interventions, 7(1), 4.

Sedat, K. "Kat1 faz fermantasyon yontemi ile Bacillus licheniformis atcc 14580°den
proteaz liretimi lizerine bazi parametrelerin arastirilmasi

Shen, H. B., ve Chou, K. C. (2009). Identification of proteases and their types. Analytical
biochemistry, 385(1), 153-160.

Shirasaka, N., Naitou, M., Okamura, K., Fukuta, Y., Terashita, T., ve Kusuda, M. (2012).
Purification and characterization of a fibrinolytic protease from Aspergillus oryzae KSK-
3. Mycoscience, 53(5), 354-364.

Singh, T. A., Devi, K. R., Ahmed, G., ve Jeyaram, K. (2014). Microbial and endogenous
origin of fibrinolytic activity in traditional fermented foods of Northeast India. Food
research international, 55, 356-362.

Solorazano del Rio, H. E. (1994). Systemic enzyme therapy-supplement to the art of
getting well. Programa de Estudios de Medicinas Alternativas, Universidad de
Guadalajara, Guadalajara. Jal. Mexico.

Storozhuk, V. T., Shamolina, I. I., ve Lobova, A. B. (1985). Immobilized papain in the

treatment of acute destructive lactation mastitis. Vestnik khirurgii imeni 11

57



56.

57.

58.

59.

60.
61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Grekova, 135(10), 42-46.

Tari, C., Genckal, H., ve Tokatli, F. (2006). Optimization of a growth medium using a
statistical approach for the production of an alkaline protease from a newly isolated
Bacillus sp. L21. Process Biochemistry, 41(3), 659-665.

Takami, H., Akiba, T., ve Horikoshi, K. (1989). Production of extremely thermostable
alkaline protease from Bacillus sp. no. AH-101.Applied Microbiology and
Biotechnology, 30(2), 120-124.

Tian, Z., Li, B., Guo, L., Wu, M., Fu, T., Cheng, H., and Zhu, H. (2015). Purification
and biochemical characterization of a novel fibrinolytic enzyme, PSLTro0O1, from a
medicinal animal Porcellio scaber Latreille. International journal of biological
macromolecules, 80, 536-546.

Tibazarwa, K. B. ve Damasceno, A. A. (2014). Hypertension in developing countries.
Canadian Journal of Cardiology. 30(5): 527-533.

Turan, G. Koagiilasyon Mekanizmalari ve Antikoagiilan Ilaclar.

URL-1. (n.d.). “Enzimlerin kullanim Alanlar1’’. Retrieved from http://jes.ksu. edu.tr/
public/ journals/1/backIssues/sayi/eski/sayi/91/91.1219.pdf, Kasim 2017.

URL-2, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, Basic Local Alignment Search Tool,
Kasim 2017.

Wood, A. P., Aurikko, J. P., ve Kelly, D. P. (2004). A challenge for 21st century

molecular biology and biochemistry: what are the causes of obligate autotrophy and
methanotrophy?. FEMS microbiology reviews, 28(3), 335-352.

Vijayaraghavan, P., ve Vincent, S. P. (2015). A low cost fermentation medium for
potential fibrinolytic enzyme production by a newly isolated marine bacterium,
Shewanella sp. IND20. Biotechnology Reports, 7, 135-142.

Wang, S., Deng, Z., Li, Q., Ge, X., Bo, Q., Liu, J., ... ve Hong, M. (2011). A novel
alkaline serine protease with fibrinolytic activity from the polychaete, Neanthes
japonica. Comparative Biochemistry and Physiology Part B: Biochemistry and
Molecular Biology, 159(1), 18-25.

Wolfe, M. S. (2009). Intramembrane-cleaving proteases. Journal of Biological
Chemistry, 284(21), 13969-13973.

Xiao-Lan, L., Lian-xiang, D., Fu-ping, L., Xi-qun, Z., ve Jing, X. (2005). Purification
and characterization of a novel fibrinolytic enzyme from Rhizopus chinensis 12. Applied

microbiology and biotechnology, 67(2), 209-214.

58



68. Zhang, Y., Cui,J., Zhang, R., Wang, Y., ve Hong, M. (2007). A novel fibrinolytic serine
protease from the polychaete Nereis (Neanthes) virens (Sars): Purification and
characterization. Biochimie, 89(1), 93-103.

69. Ismarci, M. (2014) Bacillus megaterium'dan Proteaz Enziminin Saflastirilmasi ve

Karakterizasyonu (2014) Gazi Universitesi FBE. Yaymnlanmis YT. Ankara.

59



0.9

0.8

0.7

0.6
2 0.5
3

0.3
0.2
0.1

0 &~

EKLER

y =0.0157x ]
R?=0.9885 0
o
X S
.'....
10 20 30 40 50

Tirozin Konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil E.1. Tirozin Standart Grafigi

60



OZGECMIS

Betiil DUZLEME

Dogum tarihi: 01.07.1992

Dogum yeri: Elaz1g

E-posta: betlumay @ gmail.com

EGITIM BILGILERI

% 2014-2019 : Firat Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyomiihendislik Anabilim
Dal1, Biyomiihendislik Yiiksek Lisans Programi

< 2014-2016: Firat Universitesi, Saglik Meslek Yiiksekokulu, Tibbi goriintiileme
Teknikleri Bolimi

% 2010-2014: Firat Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Biyomiihendislik Boliimii

< 2006-2010: Ahmet Kabakl1 Anadolu Ogretmen Lisesi



