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ONSOZ

Biyoloji bilimi canliligin 6gretisidir. Dogdugumuz andan
6ldiigiimiiz ana kadar bir¢ok biyolojik olay i¢cinde hayatimiz1 gegiririz.
Bununla birlikte biyoloji sadece simdi ile simirli degildir. Ik canlilarin
olusumuyla birlikte baslayan biyolojik siire¢ bircok bilim insani
tarafindan arastirllmis ve sasirtict sonuclariyla heyecan verici bir
donemi de Oniimiize sermistir. Biyoloji alammin  genisligi
diistintildiiginde bugiin hala arastirilacak ve kesfedilecek bircok
konunun oldugu da asikardir. Bu kitapta yer alan c¢alismalar
gerceklestiren ve size sunulmasinda rol alan bilim insanlar1 olarak
stirece katkida bulunmanin gurur ve mutlulugunu yasiyoruz. Kitapta
yer alan boliimler biyolojik aragtirmalara 151k tutacak sekilde organize
edilmistir. Boliim yazarlarimiza ve bu kitabin size ulagsmasinda rol

oynayan yayinevi ¢alisanlarina tesekkiirlerimi sunarim.

11-12-2024

Prof. Dr. Sifa TURKOGLU
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GIRIS

Rekombinant DNA teknolojisi, genetik materyalin laboratuvar
ortaminda kesilmesi, degistirilmesi ve yeniden birlestirilmesi islemidir.
Kelime anlami normalde bir arada bulunmamasi gereken, farkl
kaynaklardan elde edilmis DNA’y1 ifade eder. 1970'lerin baglarinda
Paul Berg ve diger bilim insanlan tarafindan gelistirilen bu teknoloji,
genetik miihendisligin temellerini atmistir. Ozellikle bakterilerin viriis
istilasina karsi savunma mekanizmast olarak tanimlanan, DNA’y1
belirli dizilerde kesen restriksiyon enzimlerinin kesfi bu sihirli
diinyanin kapilarin1 aralamistir. Bu teknolojinin gelisimi, dogada var
olan organizmalarin genetik yapilarinin daha hizli ve kesin bir sekilde

degistirilebilmesine olanak tanimustir.
1. Rekombinant DNA Teknolojisinin Temelleri

Rekombinant DNA teknolojisinin temel adimlari, DNA'nin
izole edilmesi, kesilmesi, yeniden birlestirilmesi ve aktarilmasi
stireglerini igerir. Sekil 1’de Rekombinant DNA teknolojisinin ¢alisma
prensibi ifade edilmistir.

Restriksiyon endontiikleaz

Aktarilacak gen bolgesi \

Oy —

Gen kaynag: hiicre
ey / Rekombinant DNA
bakteri hiicresine

Genin aktarilacag: bakteri hiicresi
aktarilir

Rekombinant DNA

\ Restriksiyon endoniikleaz

KR
FLES

Q_/'

N\

Rekombinant DNA

Bakteri plazmidi tastyan bakteri hiicresi

Sekil 1. Rekombinant DNA olusumu
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Bu siiregte kullanilan baslica araglar arasinda restriksiyon
enzimleri ve ligazlar yer alir. Restriksiyon enzimleri, DNA'y1 belirli
bolgelerden keserken, ligazlar kesilen DNA pargalarini birbirine baglar.
Ayrica, genetik materyalin tasiyicilart olan vektorler kullanilarak
genetik materyalin bagka hiicrelere taginmasi saglanir. Bu teknolojinin
temel prensipleri, biyoteknolojik uygulamalarda genetik miihendisligin
farkli alanlarinda kullanilmak {izere uyarlanabilir. Rekombinant DNA
teknolojisi, evrimsel biyolojiyle de derin bir iligski i¢indedir. Bu
teknoloji, organizmalarin genetik yapisini degistirme, yeni genetik
kombinasyonlar olusturma ve genetik materyali farkli organizmalar

arasinda transfer etme yetenegi saglar.
2. Genetik Miihendislik ve Evrimsel Siirecler

Evrim, canli organizmalarin zaman i¢inde genetik
materyallerindeki degisimlere dayali bir siirectir. Bu siire¢, dogal
seleksiyon yoluyla, cevresel kosullara en iyi uyum saglayan
organizmalarin hayatta kalmasmma ve {iremesine olanak tanir.
Rekombinant DNA teknolojisi, bu siireci hizlandirarak ve
yonlendirerek evrimsel degisimlere etki edebilir. Genetik miihendislik
sayesinde, istenilen genetik Ozelliklerin bir organizmaya eklenmesi
veya silinmesi miimkiin hale gelir.

Genetik miihendislik ile evrimsel siireclerin hizlandirilmasi,
baz1 c¢evresel kosullara hizli adaptasyon gereksinimlerini karsilamak
adina faydali olabilir. Ancak, bu miidahaleler uzun vadeli evrimsel
etkiler yaratabilir ve dogal evrimsel dengeyi bozabilir. Bu noktada,
genetik miihendislik ve dogal seleksiyon arasindaki farklar 6nemlidir.
Genetik miihendislik, belirli genetik 6zellikleri dogrudan miidahale
ederek degistirirken, dogal seleksiyon rastgele mutasyonlar ve gevresel

baskilar sonucu bu 6zelliklerin evrimsel siire¢ iginde gelismesini saglar.

Rekombinant DNA teknolojisinin evrimsel boyutlarindan biri
de yapay seleksiyondur. Bu kavram, dogada meydana gelen dogal
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seleksiyonun insan kontroliinde yapilmasi anlamina gelir. Yapay
seleksiyon, belirli Ozelliklere sahip organizmalarin secilmesi ve bu
Ozelliklerin  sonraki nesillere aktarilmasini  saglamaktir. Gida
iretiminde, ozellikle tarimda, bu teknoloji siklikla kullanilir. Genetigi
degistirilmis organizmalar (GDO’lar) bu tiir yapay seleksiyon
orneklerindendir. Ornegin, pestisitlere kars1 direngli bitkiler ya da
hastaliklara kars1 daha dayanikli hayvanlar tiretilmesi gibi.

Yapay seleksiyonun evrimsel etkileri, yalnizca organizmalarin
fizyolojik ve morfolojik oOzelliklerini degil, ayn1 zamanda genetik
cesitliligi de etkileyebilir. Genetik cesitliligin kaybi, bir organizmanin
cevresel degisimlere adaptasyon yetenegini kisitlayabilir. Diinyada
canli olusumundan beri tiirlerin soylarmnin tilkenmemesinde genetik
varyasyonlar etkili olmustur. Cok Onemli salginlarda dahi tiirlerin
nesilleri devam etmistir. Diger taraftan, yapay seleksiyon, cevresel
kosullara hizla uyum saglayabilen organizmalarin yaratilmasi agisindan
faydali olabilir. Ornegin, tuzluluga dayanikli bitkiler, kuraklik gibi

zorlu ¢evresel kosullarda tarim yapmay1 miimkiin kilabilir.
3. Genetik Modifikasyon ve Ekosistemler Uzerindeki Etkiler

Rekombinant DNA teknolojisinin ekosistemler iizerindeki
etkileri, genetik miihendislik uygulamalarinin en tartismali evrimsel
boyutlarindan  biridir.  Genetik  modifikasyon, yalnizca hedef
organizmalar Tlizerinde degisiklik yapmay1 degil, ayni zamanda
cevrelerindeki diger organizmalar1 da etkileyebilir. Ozellikle, genetik
materyalin tlirler arasi transferi, evrimsel siirecleri cok daha hizli ve

karmagik hale getirebilir.

Rekombinant DNA teknolojisi, 0Ozellikle tarimda, genetigi
degistirilmis organizmalar (GDO) iiretmek i¢in yaygmn olarak
kullanilmaktadir. GDOQO'lar, dogada dogal olarak meydana gelmeyen
genetik degisiklikleri i¢eren organizmalardir. GDO'larin yayginlagsmasi,
cevresel dengeyi bozma riski tasir. Ozellikle, GDO'larin dogal tiirlerle
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melezlesmesi, genetik ¢esitliligin  azalmasima ve ekosistemlerde
beklenmeyen degisimlere yol agabilir. Ornegin genetik olarak modifiye
edilmis musir, Bt musirt olarak bilinir ve Bacillus thuringiensis
bakterisinin genini igeren bir tlirdir. Bu misir, zararlilara karsi
direnclidir, ancak bazi elestirmenler, GDO'larin ekosistem iizerinde
olumsuz etkiler yaratabilecegi konusunda endiselerini dile getirmistir.
GDO'larin ¢evresel etki agisindan bilinmeyen uzun vadeli sonuglari,
ekosistemlere zarar verebilir ve biyolojik cesitliligi tehdit edebilir.
Ayrica, GDO’larin, dogal bitkilerle melezlesmesi durumunda, genetik
materyalin istenmeyen sekilde yayilma riski de vardir.

GDO’larin tarimdaki kullanimi, ¢evresel etik agisindan da
tartistlmaktadir. Dogal bitkiler ile GDO’larin arasinda genetik
gecislerin  yasanmasi, dogal c¢esitliligin azalmasina yol agabilir ve
ekosistemlerin dengesini bozabilir.

Genetik miihendislik, organizmalarin ¢evresel faktorlere hizla
adapte olmasina olanak tanirken, ayni zamanda diren¢ gelisimi gibi
evrimsel zorluklar1 da beraberinde getirebilir. Ornegin, pestisitlere karsi
genetik direng kazanan bir bitki tiirli, zamanla bu bitkiye karsi
bagisiklik gelistiren zararhilar yaratabilir. Bu durum, genetik
miihendislik ile saglanan yararin zamanla azalmasina ve cevresel
dengeyi bozan daha giiclii organizmalarin evrimsel olarak ortaya
¢ikmasina yol agabilir.

Bu tiir evrimsel siiregler, genetik miihendislik uygulamalarinin
kisa vadede sagladig1 faydalarin uzun vadede siirdiiriilemez olmasina
yol acabilir. Ornegin, genetik olarak modifiye edilmis pestisitlere
direngli bitkilerle yapilan tarimda, zamanla bu direng, dogadaki diger
organizmalar arasinda da yayilabilir ve bu da tarim sisteminde yeni bir

ekosistemsel miicadeleye yol agabilir.
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4. Insanlarin Evrimsel Yonii: Genetik Modifikasyonun
Insanlara Etkisi

Rekombinant DNA teknolojisinin  evrimsel  boyutunu
tartisirken, insanlarin evrimsel gelecegi iizerine de etkilerinin goz
oniinde  bulundurulmas:  gerekmektedir.  Insan  genomunun
modifikasyonu, potansiyel olarak evrimsel siirecleri ¢ok daha hizli bir
sekilde yonlendirebilir. Bu, genetik tedavi, genetik miihendislik ve
hatta genetik segilim gibi uygulamalari igerir. Insanlar iizerindeki
genetik degisiklikler, yalnizca biyolojik 6zelliklerimizi degil, toplumsal
yapty1 ve bireysel kimlikleri de doniistiirebilir. Ornegin, genetik
miihendislik ile genetik hastaliklarin tedavi edilmesi veya fiziksel ya da
zihinsel 6zelliklerin iyilestirilmesi miimkiin olabilir.

Bununla birlikte, genetik miihendisligin insan genomu lizerinde
yapacagl degisikliklerin evrimsel sonuclari da olduk¢a karmasiktir.
Insanlar iizerinde yapilan genetik miidahalelerin, gelecekteki nesiller
tizerinde beklenmeyen genetik etkiler yaratip yaratmayacagi hala netlik
kazanmamistir. Bunun yaninda, insan evriminde etik smirlarin

¢izilmesi de 6nemli bir tartisma konusudur.

5. Rekombinant DNA Teknolojisinin Neden Oldugu Etik
Tartismalar

Rekombinant DNA teknolojisi, genetik miihendislik alaninda
devrim yaratmig ve biyoteknolojinin ¢esitli alanlarda kullanilmasina
olanak saglamistir. Ancak, bu teknolojinin kullanimi, bilimsel
toplulukta ve toplumda bazi etik tartismalara yol agmistir. Genetik
miihendislik, canli organizmalarin genetik yapilarinin degistirilmesiyle,
doganin isleyisini degistirme potansiyeline sahiptir. Bu da bazi 6nemli
etik sorunlart giindeme getirmektedir. Asagida, rekombinant DNA
teknolojisinin yol actigi bazi etik tartismalar1 ve bu tartigsmalarla ilgili
ornekleri bulabilirsiniz.
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Rekombinant DNA teknolojisinin insan genomu iizerinde
kullanimi, bireylerin genetik yapisinin degistirilmesi ve potansiyel
olarak "insan 1rki" {izerinde genetik miidahaleler yapilmasi konusunda
etik tartigmalari giindeme getirmistir. Insanlar {izerinde yapilan genetik
mithendislik uygulamalari, genetik hastaliklarin tedavi edilmesi gibi
faydali sonuglar dogurabilecegi gibi, cinsiyet se¢imi, genetik secilim ve
tasarim bebekleri gibi daha karmasik etik sorunlara da yol agabilir.

Ornegin, genetik hastaliklarin tedavisi adina yapilan somatik
genetik mithendislik ¢aligmalari, yalnizca bireyi etkileyen ve sagligini
tyilestirme iizerine etki ederken, germ hatt1 (iireme hiicreleri) iizerinde
yapilan miidahaleler, bu miidahalelerin sonraki nesillere aktarilmasina
neden olabilir. Germline modifikasyonu, bireylerin genetik yapisinin
degistirilmesiyle ilgili etik sorulart beraberinde getirir, ¢linkii bu tiir bir
degisiklik, genetik miras iizerinde kalic1 bir etkiye sahip olabilir ve
bireylerin genetik 6zgiirligiinii tehdit edebilir.

Ornek: 2018'de Cinli bilim insan1 He Jiankui, diinyada ilk kez
insan embriyosunun genetik miihendislik yoluyla degistirilmesini
gergeklestirdigini  duyurdu. Bu arastirma, genetik miihendislik
uygulamalariin etik sinirlarin1 asan bir miidahale olarak biiyiik tepki
aldi. He, genetik olarak HIV'ye direncli bebekler yaratmayi
amacladigini belirtmisti, ancak bu tiir bir miidahale, insan genomunun
uzun vadeli evrimsel etkilerini degistirebilir ve genetik ayrimciliga yol
acabilir. Bu olay, genetik miihendisligin insanlara uygulanmasinin etik
acidan ne kadar karmasik ve riskli olabilecegini gozler Oniine
sermektedir.

Biyoteknolojik  iiriinlerin  (6rnegin, genetigi degistirilmis
tohumlar) yiiksek maliyetleri, kiigiik ciftciler ve yoksul iilkeler i¢in
erigilebilir olmayabilir. Bu durum, o6zellikle tarimsal biyoteknoloji
alaninda, biyoteknolojik iiriinlere erisimi sinirlayabilir ve ekonomik
esitsizlikleri derinlestirebilir. Ornek: 1990'larda, Terminator teknolojisi

ad1 verilen bir biyoteknolojik uygulama gelistirilmistir. Bu teknoloji,
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genetik olarak degistirilmis tohumlarin, bir sonraki nesilde verim
verememesi i¢in tasarlanmistir. Bu durum, ozellikle kiigiik ciftcilerin,
tohumlarin1 tekrar kullanamamalar1 ve biyoteknoloji sirketlerinin
tohum pazarina daha fazla bagmli hale gelmeleri anlamina
gelmektedir. Terminator teknolojisinin yayginlagmasi, biyoteknolojinin
blyiikk sirketlerin  denetimine girmesi ve kiiclik  ¢iftcilerin
biyoteknolojiye olan bagimliligini artirmasi agisindan ciddi etik ve
ekonomik sorunlar yaratabilir.

Genetik miihendislik ve biyoteknoloji, genetik verilerin
toplandigr ve paylasildigi bir ortamda calisir. Bu durum, genetik
verilerin mahremiyeti konusunda endigelere yol acabilir. Bireylerin
genetik bilgileri, kisisel saglik bilgileri gibi hassas veriler igermektedir.
Bu verilerin kotiiye kullanimi, genetik ayrimciliga neden olabilir.
Ornegin, bir bireyin genetik yatkinliklari, is giicii piyasasinda ya da
sigorta sirketleri tarafindan ayrimcilik amaciyla kullanilabilir. Mesela
genetik testler, bazi hastaliklarin gelisme riskini belirleyebilir. Ancak
bu testlerin sigorta sirketleri tarafindan, genetik hastalik riski tagiyan
kisilere yiiksek primler uygulamak icin kullanilmasi, genetik ayrimeilik
sorununu dogurur. ABD’de, Genetik Bilgi Ayrimcilig1 Yasasi (GINA),
genetik bilgilerin sigorta sirketleri ve isverenler tarafindan kullanilmasi
konusunda bazi sinirlamalar getirse de, bu alandaki etik sorunlar hala
devam etmektedir.

Rekombinant DNA teknolojisinin yaygilasmasi, toplumlarin
genetik mihendislik ile ilgili tutumlarimi ve Kkiiltiirel degerlerini
degistirebilir. Ozellikle, genetik miihendislik ile yapilan uygulamalar,
toplumlarin dini ve kiiltiirel degerleriyle catisabilir. Hindistan’da,
genetigi degistirilmis organizmalarin tarimda kullanimi1 konusunda
ciddi toplumsal karsithiklar bulunmaktadir. Hindistan'da GDO'larin
tarimsal kullanimi, c¢evresel, ekonomik ve Kkiiltiirel kaygilarla karst
karstyadir. Bazi gruplar, GDO’larin ¢evreye zarar verebilecegini ve
geleneksel tarim yOontemlerini tehdit edebilecegini savunmaktadir.
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SONUC

Rekombinant DNA teknolojisi, evrimsel siireglere miidahale
etme yetenegine sahip giiclii bir aractir. Bu teknoloji, canl
organizmalarin genetik yapilarinin degistirilmesi ve yeni genetik
kombinasyonlar olusturulmasi yoluyla evrimsel siire¢lerin hizlanmasina
ve yonlendirilmesine olanak saglar. Ancak, dogal evrimsel siireclerle
karsilastirildiginda, genetik miihendislik ve yapay seleksiyon
uygulamalariin evrimsel sonuglari, bilinmeyen ve karmasik etkiler
dogurabilir. Insan genomu iizerindeki genetik  miihendislik
miidahaleleri, ¢evresel etkiler, biyoteknolojik iiriinlere erisim, genetik
verilerin mahremiyeti ve kiiltiirel degerlerle ilgili tartismalar, biyolojik
silah tasarimlari, salgin hastaliklarin olusturulmasi bu teknolojinin etik
yonlerinin ne kadar karmasik ve ¢ok boyutlu oldugunu gosterir. Bu
nedenle, genetik miihendislik ve biyoteknolojinin gelisimi, yalnizca
bilimsel ve teknolojik degil, aym zamanda etik ve toplumsal
boyutlariyla da ele alinmalidir.
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GIRIS

Retrotranspozonlar, genetik materyalin 6nemli bir pargasini
olusturan mobil DNA elemanlaridir. Genetik materyal iginde belirli
bolgelerde bulunan retrotranspozonlar, kendilerini bir konumdan
digerine tagimak i¢in ters transkripsiyon (reverse transcription)
mekanizmasimi kullanir. Bu hareketlilik, organizmanin genomunda
genetik ¢esitliligi ve potansiyel olarak evrimsel degisiklikleri tesvik
eder. Bununla birlikte, retrotranspozonlarin hareketliligi yalnizca
genetik yapiyr degil, aym zamanda epigenetik degisiklikleri de
etkileyebilir.

Epigenetik degisiklikler, DNA dizisini degistirmeksizin gen
ekspresyonunun diizenlenmesiyle iliskilidir ve retrotranspozonlar, gen
ekspresyonunu modiille eden Onemli epigenetik mekanizmalar
tetikleyebilir. Retrotranspozonlar, genomda hareket edebilen ve RNA
araciligiyla kendi kendilerini kopyalayarak bir konumdan digerine
taginabilen DNA elementleridir. Retrotranspozonlarin temel 6zelligi,
genetik materyaldeki hareketliliklerinin, genomdaki DNA dizisinin
bliyiik boliimlerinin veya kiiciik elemanlarinin tekrar ¢ogalmasina yol
acabilmesidir. Bu stireg, retrotranspozonlarin genomda

kopyalanmalarina ve genislemelerine yol acgabilir.

Retrotranspozonlar, genomda ¢esitli bolgelere yerlesebilir ve bu
da genlerin dogrudan ekspresyonunu degistirebilir.
Retrotranspozonlarin  genetik  hareketliligi, genlerin  bulundugu
bolgelerdeki kromatin yapisim1  degistirebilir ve bu da gen
ekspresyonunu etkileyebilir. Retrotranspozonlar, yerlestikleri bolgenin
cevresindeki genlerin susturulmasi veya aktiflestirilmesi i¢in epigenetik

mekanizmalarn tetikleyebilir.

Retrotranspozonlarin bu hareketliligi neticesinde genomda
meydana gelen degisimler Inter Retrotransposon Amplified
Polymorphism (IRAP) marker sistemi ile analiz edilmekte ve genomda
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olusan farkliliklar degerlendirilebilmektedir. Bu yoOntemin temel

mekanizmasinin bazi basmaklari mevcuttur. Bunlar;

v" DNA’nin izolasyonu

v" PCR ile DNA’nin klonlanmasi

v Elektroforez ile DNA’nin elektrik akiminda yiiriitiilerek
biiytikliigiine gore siralanmasi

v' UV kamera ile DNA bant motiflerinin goriintiilenmesi

v' Elde edilen goriintilerden bant buyiklik, say1 gibi
farkliliklarin tespiti

v Istatiksel olarak benzerlik ya da farkliliklarin tespiti.

Bu bolimde farkli dozlarda kadmiyum agir metaline maruz
kalan bugday Orneklerinde etkili olan stresin retrotanspozon
hareketliligindeki rolii analiz edilecektir.

1. Orneklerin yetistirilmesi ve Cd uygulamasi

Ayni Dbiiyiiklikte secilen bugday (Triticum aestivum L.)
tohumlart sterilize edildi ve ardindan saf suyla durulandi. Tohumlar ¢ift
katmanli kurutma kagidi bulunan pedrilere yerlestirildi. Kontrol, 50
uM, 100 uM ve 150 pM olarak 4 grup olusturuldu. Cd stresini
degerlendirmek i¢in, deney gruplarindaki her pedri kabina 50, 100 ve
150 uM konsantrasyonlarinda 20 ml CdCl; ile muamele edildi. Kontrol
grubu sadece su ile sulandi.

2. DNA izolasyonu

Bitki orneklerinden DNA izolasyonu, PCR tabanli bir
isaretleyici sistem olan Inter Retrotransposon Amplified Polymorphism
(IRAP) yontemi kullanilarak analiz i¢in gergeklestirildi. Shagai-Maroof
ve meslektaglarinin protokolii, bugday 6rneklerinden genomik DNA
izole etmek i¢in biraz degistirildi. Ekstraksiyon ¢ozeltisi 1 M TRIS-
HCI, 5 M NaCl, 0,5 M EDTA, %2 CTAB, %0,2 B-merkaptoetanol ve
%0,1 Na2S203 ile hazirlandi.
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3. PCR Asamasi

Genomik DNA, toplam hacmi 500 pl olan bir PCT tiipiine PCR
ana karisimi ile eklendi ve PCR uygulamasi yapildi. PCR uygulamasi
icin PCR buffer, dNTPs, ultra saf su, primer, genomik DNA ve MgCl»
karigtmi  hazirlandi.  PCR  dongli  sayisi, siiresi ve sicakliklari
ayarlanarak gerceklestirildi.

4. Elektroforez

PCR ile  c¢ogaltilan  genomik = DNA  iiriinlerinin
goriintiilenebilmesi ve bant biiyiikliiklerinin tespiti i¢in agaroz jel
tizerinde elektrik akiminda yiiritiildii. Bu islem 90 voltta 100 dakika
gergeklestirildi. UV kamera ile elde edilen DNA bant desenleri
goriintiilendi.

5. Goriintii Analizi
Elde edilen bant sayilari, bantlarin biiyiikliigii, yeni olusan veya
kaybolan bantlar analiz edildi ve genomun kararlilig1 hesaplandi.

6. Elde Edilen Veriler

Bant biiyiikliikleri, yeni olusan bant varlig1 ve/veya var olan
bandin kaybolmast gibi degiskenler kontrol gurubu ornekler ile
karsilastirilarak ortaya c¢ikan farklilik polimorfizm olarak ifade edilir.
En yiiksek polimorfizm oran1 150 pM CdCl; uygulamasinda %61.48
olarak bulundu. Polimorfizm degerleri 100 uM CdCl. uygulamasinda
%44.12 ve 50 uM CdCl> uygulamasinda %30.42 olarak bulundu. Stres
kaynakli polimorfizmlerin olusmasit genetik kararliligin azalmasi
anlamina gelir yani polimorfizm ile genetik kararlilik ters orantilidir.
Bu calismada uygulanan CdCl, stresinin  neden  oldugu
polimorfizmlerin bugdayin GTS degerini negatif yonde etkiledigi
belirlenmistir. CdCl, dozundaki artis GTS degerini ters yonde
etkilemistir. En diisiik GTS degerleri sirastyla 150 uM CdClz, 100 uM
CdCl; ve 50 uM CdCl; uygulamalarinda %38,52, %55,88 ve %69,58
olarak bulunmustur. IRAP analiz sonug¢larinin ayrintilart1 Tablo 1'de

verilmistir.
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Tablo 1. Elde edilen GTS degerleri ve polimorfizm oranlari

100 uM
50 uM CdCl; 150 uM CdClI,
CdCl,
Polimorfizm Orani %30.42 %44.12 %61.48
GTS Degeri %69.58 %55.88 %38.52

Elde edilen veriler Sekil 1’de ifade edilmistir.

' 50uM 100 uM 150 uM
B Polimorfizm oran NGTS degeri

Sekil 1. Elde edilen GTS ve polimorfizm oranlari
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SONUC

Retrotranspozonlar, genomda hareket edebilen ve epigenetik
degisimlere yol acabilen 6nemli genetik elementlerdir. Bu elementlerin
hareketliligi, genetik ¢esitliligi ve organizmanin fenotipik 6zelliklerini
etkileyebilir. Bu ¢alismada da Cd agir metalinin neden oldugu stresin
retrotranspozonlarin hareketliligine neden oldugu belirlenmistir. Bu
durum genetik kararliligi olumsuz yonde etkileyerek istikrarsizliga
neden olmaktadir.
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GIRIS

Anacardiaceae familyasina ait olan Pistacia cinsi taksonomik
caligmalara bagli olarak tiir sayis1 degismektedir (Zohary 1952,
Whitehouse 1957; Zohary 1962; Ribakov ve Ostrouhova 1972; Parfitt
ve Badenes 1997; Katsiotis ve ark. 2003). Bu cins, genellikle kuzey
yarimkiiredeki tropikal ve subtropikal bolgelerde yayilis gosterir
(Khanazarov ve ark. 2009). Pistacia L. cinsine ait tiirler ekonomik
Ooneme sahip olup, bazi tiirleri halk arasinda icecek ve gida katki
maddesi, aromatik tatlandirict olarak kullanilmaktadir (Kafkas ve ark.,
2002; Ates ve ark., 2018). Bu ekonomik 6zelliklerden dolayi, bu tiirler
tizerine morfolojik, ekolojik ve genetik ¢alismalar yapilmaktadir.
Bunun sonucunda Pistacia L. tiirlerinde tiir i¢i melezlesmenin yiiksek
bulundugu ve tozlastirict ajanlarin etkisiyle, kontrolsiiz melezlesmeye
egilimli gosterdikleri ve boylece yeni tiirlerin olustugunu tespit
edilmistir (Ates ve ark., 2018). Pazouki ve ark., (2010) genetik
calismasinda; Iran cesitlerinin yabanci g¢esitlerden farkli bir genetik
gegmise sahip oldugunu, bu nedenle genetik koruma ve gelecekteki
1slah  programlarinin  planlanmasi agisindan O6nemini konusunu
vurgulamiglaridir.  Ayrica, farkli tiirler ve popiilasyonlar arasinda
i¢lerinde farkl1 genetik gesitlilik seviyelerinin mevcut oldugunu ve Iran
cesitleri ile yabani P. vera popiilasyonlar1 arasinda gen akisinin
meydana geldigini belirlemislerdir. Mevcut ¢alisma, tiim tiirlerin
korunmasi ve siirdiiriilebilir kullanim1 i¢in politika yapicilar ve bilim
insanlar1 igin pratik bilgiler sunmaktadir (Pazouki ve ark., 2010). Iran,
ayni zamanda ii¢ yabani antepfistig1 tiiriine ev sahipligi yapmaktadir: P.
vera, P. khinjuk ve P. atlantica (Pazouki ve ark., 2010). P. atlantica,
lic alt tiirden olugmaktadir (mutica, kurdica ve cabolica) (Khatamsaz
1988). Iran, diinyadaki en biiyiik antepfistig1 {ireticisi olmasina ragmen,
[ran antepfistigi endiistrisi, ¢ogunlukla Ohadi, Ahmad Aghaei,
Fandoghi, Akbari ve Kalle Ghoochi gibi simirli sayida c¢eside
dayanmaktadir ve bu cesitler, ekili alanin %95'inden fazlasini
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kapsamaktadir (Pazouki ve ark., 2010). Pistacia vera L. adli tiir ise bu
cinste yetistirilen ve ticari olarak iiretilen tek tiirdiir (Zohary 1996).
Pistacia L. cinsine ait tiirlerin yasadigi dogal habitatlarin tahrip
edilmesi ve geleneksel tarim yontemlerinden modern yontemlere gecis,
genetik erozyona ve onemli genetik kaynaklarin kaybina yol agabilir
(Hormaza ve ark. 1998; (Pazouki ve ark., 2010). Ayrica Pistacia
tirlerinin tiir i¢i hibritlesmeye acik olmalar1 sebebiyle molekiiler
seviyede taksonomi c¢aligmalara ve molekiiler filogenetik iligkilerin de
yapilmasi gerekmektedir (AL-Saghir,2010; (Ates ve ark., 2018).

Bu boliimde, gen bankasinda (NCBI=National Center of Bionformatic
Information) kayith Pistacia L. tiirlerine ait sekanslar kullanilarak
Pistacia L. tiirlerinin Kloroplast DNA gen bolgelerine dayali molekiiler
filogenetik iligkileri belirlenmistir.

BAZI PISTACIA TURLERI ve OZELLIKLERI
Pistacia lentiscus L.

Sakiz agaci olarak bilinen bu tiir, Diinyada Avrupa, Asya,
Afrika olmak {izere bircok bolgede Akdeniz ikliminin hakim oldugu
kiy1r kesimlerinde dogal olarak yayilis gostermektedir (Ak ve Parlakei,
2009). P. lentiscus L. herdem yesil ve ¢ali formunda bir bitki
olmasindan dolay1 diger yaygin tiirlerden ayirt edilebilir (Akdemir ve
ark., 2013). P. lentiscus bitkisinin hem yaprak hem de meyvesindeki
ucucu yaglar ve recgineden dolayr endiistri ve saglik bakimindan
ekonomik oneme sahiptir (Akdemir ve ark., 2013). Farkli kisimlari,
gallik asit, antosiyaninler, flavonol glikozitler, triterpenoidler, tokoferol
ve arabinogalaktan proteinleri gibi tibbi a¢idan onemli ¢esitli kimyasal
bilesenler igerir (Bouyahya ve ark., 2018). Lentiskin saglik artirict
ozellikleri, ayrica fenolik bilesikler gibi c¢esitli biyolojik olarak aktif
bilesiklerin (BAC'ler) varligina da baglanmaktadir (Bampouli ve ark.,
2015). Bu bitkide bir¢ok fenolik asit tespit edilmistir ve bunlar arasinda
gallik asit ve galloyl tiirevleri baslica bilesiklerdir (Sehaki ve ark.,
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2023). Flavonoidler agisindan, myricetin-3-O-ramnosid'in  baskin
flavonol glikozit oldugu, quercetin-3-glukozid'in ise P. lentiscus'taki
baslica flavonol oldugu bulunmus olup, P. lentiscus o6zlerinin, bu
bitkinin geleneksel kullanimlariyla uyumlu olarak, antioksidan,
antiinflamatuar, antikanser ve antimikrobiyal ozelliklere sahip
oldugunu gostermektedir (Sehaki ve ark., 2023).

Pistacia chinensis Bunge

Cin sakiz agac1 veya Cin fistig1 (Pistacia chinensis Bunge)
olarak bilinen bu tiir, Anacardiaceae familyasina ait, yapragin1 doken
odunsu bir yagl aga¢ tiirii olup Cin'e 0zglidiir ve genis bir alana
yayilmaktadir (Guo ve ark., 2022). Cin fistiginin dagilimi, Orta Asya
ve Giiney Cin'de iki ana merkezden olusmakta olup, baz1 bolgeleri de
Gliney Japonya ve Endonezya Adalari'nda bulunmaktadir (Kozhoridze
ve ark., 2015). Biyodizel iiretimi i¢in uygun bir hammadde olarak 6ne
¢ikmakta olup, tohumlarindan elde edilen yag, biyodizel iiretiminde
kullanilabilmektedir (Qin ve ark., 2010; Qin ve ark., 2012). Tibbi
acidan da 6nemli ozelliklere sahiptir. Bitkinin metanol 6ziitii, trombosit
agregasyonunu inhibe ederek kardiyovaskiiler koruyucu etki
gosterebilir (Park et al., 2012). Ayrica, anti-enflamatuar ve antioksidan
ozelliklere sahip oldugu da belirlenmistir (Yayeh et al., 2012).

Pistacia terebinthus L.

Menengig, Bittim veya Citlembik olarak (Pistacia terebinthus)
bilinen bu tiir, iki ila ii¢ metre boyunda cal1 formunda veya on metreye
kadar uzanan aga¢ formunda goriilebilir. Olgun meyvelerinden yapilan
bir igecek, "menengic kahvesi" olarak bilinir ve Anadolu halki
tarafindan yaygin bir sekilde tiiketilmektedir (Akyiliz ve ark., 2022).
Terebinth meyvelerinden iiretilen "bittim sabunu", 6zellikle Giineydogu
Anadolu'da saclar giiclendirmek ve dokiilmesini 6nlemek amaciyla
yaygin olarak kullanilmaktadir (Akytiz ve ark., 2022). Ayrica bu bitki,
farklt biyolojik aktivitelere sahip olup, yamik tedavisi, astim gibi
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geleneksel tedavilerde kullanilmakta ve Tiirkiye'de bronsit igin
antiseptik olarak kullanilmaktadir (Kavak ve ark., 2010). Meyve ozleri,
apigenin, luteolin, luteolin 7-O-glukozit, kuersetin ve kempferol gibi
flavonoidler icermektedir (Kavak ve ark., 2010).

Pistacia vera L., 1753

Pistacia vera L., yaygin adiyla Urfa fistigi ve Antep fistigi
olarak bilinen bu tiir ekonomik, besleyici degeri bulunan bir sert
kabuklu meyvesi olan bir agag tirii olup Ozellikle meyveleri tekli
doymamis yag asitleri, proteinler, mineraller ve tokofenoller, steroller
ve fenolik bilesikler gibi biyolojik olarak aktif bilesenler bakimindan
zengindir (Ismail et al., 2022). FAOSTAT (Food and Agriculture
Organization of the United Nations Database) 2022 verilerine gore,
Fistik iiretimi son birka¢ on yilda dramatik bir sekilde artmistir; 1970'te
yaklasik 50 bin ton olan kiiresel iiretim, 2000'de 500 bin tona ¢ikmis ve
2020'de ise 1 milyon tondan fazla olmus, en Onemli alan artiglari,
neredeyse ii¢ katina ¢ikarak, Urdiin, Madagaskar, Kirgizistan, Amerika
Birlesik Devletleri'ndeki California, Tiirkiye, Ozbekistan, Azerbaycan
ve Meksika'da gerceklesmistir. Ancak, Iran, Tiirkiye ve ABD en

yuksek Antep fistig1 liretimini siirdiirmeye devam etmektedir.
Pistacia atlantica Desf., 1799

Atlas Sakizi olarak bilinen bu tiir, diinyanin dort bir yaninda
yaygin olarak dagilmis bir kserofitik agac tlirdiir (Zohary, 1996;
AlSaghir & Porter, 2012). Bu tiir nemli, yann kurak veya kurak
bolgelerde yetisebilmekte olup, Iran-Turan ve Akdeniz bolgesinde
dagilim gosterir (Y1lmaz ve ark., 2023). P. atlantica, antik zamanlardan
beri Orta Dogu ve Akdeniz bdlgelerinde yaygin olarak kullanilan
baslica bitkisel ilag olup, mide hastaliklari, bobrek rahatsizliklari,
yaralar ve Oksiiriikk gibi birden fazla amag i¢in kullanilmigtir (Mahjoub
ve ark., 2018).
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Pistacia integerrima JLStewart 1969

P. integerrima, tek govdeli, dioik bir bitki tiirii olup, Himalaya
bolgesinde esit sekilde yayilmakta olup, steroidler, flavonoidler,
tanenler, saponinler ve fenoller gibi ikincil metabolitlerin deposu olarak
kabul edilmektedir (Grover, 2021). Ayurveda, Unani ve Siddha gibi
geleneksel tip sistemlerinde ve halk tedavi uygulamalarinda astim,
ishal, dizanteri, ates, kusma, cilt hastaliklari, solunum rahatsizliklar1 ve
sedef hastalig1, istah agici, hepatit, karaciger hastaliklari, oksidatif stres
ve hiperiirisemiye kars1 tedavi amaciyla yaygin bir sekilde kullanilan
bir bitkidir (Rauf ve ark., 2017; Sharwan ve ark., 2017; Grover, 2021).

Pistacia khinjuk Stocks, 1852

P. khinjuk, Tiirkiye, Iran, Irak ve Suriye gibi baz1 Asya
tilkelerinde dogal olarak yetigir (Karimi ve ark., 2012). Yaprak doken,
dioik ve kserofit bir bitki tiirii olup, ¢ogunlukla kaya ve dik yamaglarda,
orman i¢inde yada sesil bir sekilde bulunmaktadir (Ghaemmaghami ve
ark., 2009). Kiigiik ila orta biiyliklikte bir aga¢ veya biiylik bir ¢ali
formunda bulunabilir. P. khinjuk'un meyvesi, ¢igeklenme déneminden
sonra yesil renkte baslayip, olgunlastikga kirmizimsi bir renk alir. Bu
meyve, yenilebilir olan ve icerdigi yiiksek yag orani ile bilinen kabuklu
bir meyvedir. P. khinjuk'un bazi bilesenleri, geleneksel olarak
iltihaplanma ve mikroplara kars1 miicadelede kullamilmustir. Yagi, cilt
tizerinde yatistiric1 etkiler yaratabilir ve cilt yaralarmin iyilesmesini
hizlandirabilir. P. khinjuk dogal ortamlarinda genellikle yaygin olsa da,
baz1 bolgelerde habitat kaybi ve asir1 kesim gibi tehditlerle karsi
karsiya kalmistir. Cevresel faktorler ve iklim degisikligi de bu bitkinin
gelecekteki popiilasyonunu etkileyecektir. Bu tiir yalnizca gevresel ve
tibbi faydalariyla degil, ayn1 zamanda yenilebilir yagi ve ekonomik
kullanimlariyla da 6nemli bir bitki tiiriidiir.
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FILOGENETIK ANALIZ

NCBI gen bankasinda Pistacia tiirlerine ait kloroplast DNA
dizileri taranmis ve BLAST teknigi uygulanarak buradan alinan sekans
verileri kullanilarak analiz edilmistir. Bu boliimde kullanilan tiirlere ait
diziler, BioEdit 7.2.5 yazilimi ile hizalanmistir. Daha sonra MEGA X
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) programi kullanilmis ve
filogenetik aga¢ olusturulmustur.

— DQA400561.1 Pistacia lentiscus
 DQ400562 1 Pistacia mexicana
33

r DQ400560.1 Pistacia chinensis

EF193150.1 Pistacia terebinthus subsp. palaestina

63

DQ400563.1 Pistacia vera

EF 193142 1 Pistacia atlantica

L EF 193145 1 Pistacia integerrima

KF701629.1 Pistacia khinjuk

1 | y I |
+ t t t i
0.080 0.060 0.040 0.020 0.000

Sekil 1. Pistacia cinsine ait bazi tiirlerin kloroplast gen bolgesi dizilerine Dayali

Filogenetik Agac

Sekil 1’ de kloroplast DNA bolgesine dayali En Yiiksek Olasilik
yontemine gore Pistacia tiirlerinin gen bankasindan alinan dizileri ile
filogenetik aga¢ olusturulmustur. Buna gore P. khinjuk tiiriiniin diger
tirlerden bariz bir sekilde ayrildigi ve ayri dal iizerinde yerlestigi
goriilmistiir. Ayrica birbirine en yakin tiirlerin ise P. lentiscus ve P.
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mexicana oldugu ve genetik olarak birbirine ¢ok benzerlik gosterdigi
tespit edilmistir.

Filogenetik c¢alismalar, organizmalarin evrimsel iliskilerini
anlamak ve tiirler arasindaki atasal baglar1 belirlemek amaciyla yapilir.
Bu ¢aligmalar, farkli organizmalarin ortak atalardan nasil evrimlestigini
ve zaman iginde nasil degistiklerini ortaya koymak icin genetik,
morfolojik ve diger biyolojik verileri kullanir. Filogenetik analizler su
amaglarla yapilabilir: Tirlerin, ailelerin veya diger taksonomik
gruplarin evrimsel olarak birbirleriyle nasil baglantili olduklarint
anlamak. Yeni kesfedilen tiirlerin evrimsel agagta hangi konumda
oldugunu belirlemek. Farkli tiirlerin evrimsel tarihleri ve cesitliligi
hakkinda derinlemesine bilgi edinmek. Genetik verileri kullanarak
organizmalarin  genetik  ¢esitliligini  ve evrimsel degisimlerini
incelemek. Insanlar veya diger hayvanlardaki genetik hastaliklarin
evrimsel bir perspektiften nasil evrimlestigini arastirmak. Tiirlerin
cografi dagilimini anlamak ve bu dagilimin evrimsel tarihleriyle nasil
iliskili oldugunu belirlemek. Filogenetik analizler, biyolojik ve ekolojik
verilerle birlestirildiginde organizmalarin ge¢misi ve gelecegi hakkinda
onemli bilgiler sunar.
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GIRIS

Termofiller, 45°C ile 70°C arasindaki sicakliklarda yasayan
tirlerdir. 60°C'nin {izerinde yasayan termofilik mikroorganizmalarin
cogunlugu Arkelere aittir. Termofilik mikroorganizmalar {i¢ sinifa
ayrilir: 45°C sicaklikta hayatta kalan orta derecede termofilik; 70°C ile
80°C arasinda hayatta kalabilen asir1 termofilik; ve 80°C'de optimum
bliyiime sergileyen hipertermofilik mikroorganizmalar (Saxena vd.,
2015; Mirete vd., 2016; Mohammad vd., 2017). Yiiksek sicakliklarda
biliylimenin ve benzersiz makromolekiiler 6zelliklerin bir sonucu olarak
termofiller yliksek metabolizmaya, fiziksel ve kimyasal olarak kararli
enzimlere ve benzer mezofilik tiirlere gore daha diisiik biiylime ancak
daha yiiksek son iiriin verimine sahiptirler (Haki ve Rakshit, 2003).

Jeotermal alanlar, termofilik mikroorganizmalarin ana yasam
alanlarinin  kaynagi olarak kabul edilir (Mohammad vd., 2017).
Termofilik mikroorganizmalarin yiiksek sicakliklar, yiliksek tuzluluk,
asidik ve alkali pH degerleri ve yiiksek radyasyon gibi cesitli asiri
kosullarda hayatta kaldigi bilinmektedir (Mirete vd., 2016).
Termofillerin her yerde bulunabilen dogasi, kaplicalardan (Ghelani vd.,
2015) Sahra Colii'niin kumlarina (Charlier ve Droogmans, 2005) kadar
izole edildikleri ¢ok ¢esitli kaynaklarla kanitlanmistir. Deniz tabaninin
jeotermal olarak 1sitilan bdlgelerinde bulunan Pyrodictium cinsi bir
hipertermofil olup minimum, opmimum ve maksimum gelisme
sicakliklart sirasiyla 82°C, 105°C ve 110°C seklindedir (Charlier ve
Droogmans, 2005; Sar vd., 2013). Bilinen en termofilik organizma
olan Pyrolobus  fumarii  ise  90-113°C  sicaklik  araliginda
gelisebilmektedir. Yasamin miimkiin oldugu iist sicaklik hala
bilinmemektedir, ancak muhtemelen 120°C'nin ¢ok {izerinde degildir
(Vieille ve Zeikus, 2001).

Termofilik organizmalarin 1s1 toleransimi etkileyen faktorler
asagidaki gibidir:
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1. Gegirgenlik: hiicre zarlari, diisiik molekiil agirlikl bilesiklerin
iceri ve disar1 akisini kontrol eden etkili bir gegirgenlik bariyeri olarak
islev goriir. Lipid membranlarinin gegirgenligi yliksek oranda sicakliga

baghdir, bu nedenle biiylime sicakligi degistig¢inde membran
lipidlerinin yag asidi bilesimi hizla diizenlenir.

2. Kimyasal stabilite: Termofilik organizmalar membran
lipitlerinin ~ kimyasal stabilitesi sayesinde yiiksek sicaklikta
biiyliyebilirler (Koga, 2012). Termofilik (ve asidofilik) arkelerin hiicre
zar1, bakteriyel hiicre zarlarinda esterler yoluyla gliserole baglanan agil
zincirlerinden olusan ¢ift tabakalarin aksine, gliserole veya alternatif bir
alkole bagli doymus izoprenoid zincirleri ile tiim zar1 tek bir tabaka
halinde kaplayan tetraeter lipidlerden olusur (Sprott vd., 1997). Sonug
olarak, arkelerin hiicre membranlar termostabil, sert, gecirimsiz ve
oksidasyona direnclidir.

3. Sicaklik: Biiylime sicakligindaki artisla orantili olarak artan
lipidler "termofilik lipidler" olarak adlandirilabilir. Asir1 termofilik
ortamda, metanoarke Methanocaldococcus jannaschii rapor edilmistir.
Biiyiime sicakligi 45°C'den 65°C'ye ¢iktiginda, dieter lipidler (arkeol
bazl lipidler) %80'den %20'ye diiserken, standart kaldarkaeol bazli ve
siklik arkeol bazli lipidler sirasiyla %10'dan %40'a ¢ikmaktadir (Sprott
vd., 1991).

4. G+C igerigi: Termofilik bakterilerin rRNA ve tRNA
molekiilleri mezofillere gore daha yiiksek G+C igerigine sahiptir
(Galtier ve Lobry, 1997). GC baz cifti AT baz ciftinden daha fazla
hidrojen bagi olusturdugundan, ¢ift sarmalli kok bolgesinde daha
yuksek GC icerigi RNA molekiillerinin termostabilitesini artirir (Lao
ve Forsdyke, 2000; Paz vd.,2004).

5. Proteinler: Termofilik proteinlerin yilizey bdlgelerinde daha

az (yliksiiz) polar amino asit ve daha fazla yiiklii amino asit bulunur ve
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bu yiiklii kalintilar molekiil i¢i tuz kopriilerinin sayisinin artmasina
neden olur (Thompson ve Eisenberg, 1999).

Mikroorganizmalarin zorlu kosullar altinda hayatta kalma
becerisi, arastirmacilari bu organizmalari 6zelliklerini daha iyi anlamak
ve nihayetinde ¢esitli uygulamalarda kullanmak i¢in incelemeye sevk
etmistir. Termofilik mikroorganizmalar, hem insan hem de veterinerlik
alaninda biyoteknoloji ve tip uygulamalar1 olan enzim ve diger
biyolojik materyallerin kaynaklar1 olmast nedeniyle Onemlidir.
Diinyanin dort bir yanindaki biyoteknoloji sirketleri, benzersiz
Ozellikleri nedeniyle onlar takip etmektedir.

Biyoteknolojik uygulamalarda termofilik mikroorganizmalarin
kullanilmasinin avantajlari:

e Isiya dayanikli makromolekiillerin ve metabolitlerin ve
termostabil enzimlerin tiretimi

¢ Yiiksek metabolik aktivite, iirlin olusum oranlarinin artmasina yol
acar

e Metabolik reaksiyonlar substratlarin ¢oziindiigii yiiksek sicaklikta
meydana gelir

e [sitma adimlarindan sonra sogutma adimi gerekmez

¢ Kimyasallarin iyonizasyonu ve ¢oziiniirliigli artar

e Ucucu lirlinlerin dogrudan geri kazanimi
Biyoteknolojik uygulamalarda termofilik mikroorganizmalarin

kullanilmasinin dezavantajlari:
e Yeterince anlagilmamis genetik ve metabolizma
e Biyomiihendislik araclariin eksikligi

e Mezofiller iizerine kurulu altyapt ve fermantasyon uzmanligi
(Vavitsas vd., 2022).
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Termofiller, hipertermofiller ve bunlarin biyotiriinleri ¢esitli
endiistriyel, tarimsal ve tibbi uygulamalar1 kolaylastirir ve g¢evresel
zararlara ve biyoyakit talebine potansiyel ¢oziimler sunar. Bu boliimde,
termofillerin ve bunlarin enzimler de dahil olmak {izere iiriinlerinin
biyoteknoloji ve endiistrideki mevcut kullanimlari ve bazi potansiyel
yeni uygulamalar1 vurgulanmistir.

1. Ekstremozimler

Termofil ve hipertermofil organizmalar tarafindan {iretilen
enzimlere ekstremozim (termoenzim veya termozim) denilmektedir.
Termostabil olan ve yiiksek sicakliklara maruz kaldiginda hiicre ici
hasara ve parcalanmaya direnebilen bir¢ok ekstremozimin termofillerde
ve hipertermofillerde bol miktarda bulundugu gosterilmistir (Vieille ve
Zeikus, 2001). Hipertermofillerden gelen enzimler, 70°C'nin iizerindeki
sicakliklarda yiliksek termostabilite ve optimum aktivite gibi benzersiz
ozellikler kazandiran yapi-fonksiyon ozellikleri gelistirmistir ve birkag
enzim 100°Cin {izerinde katalitik aktivite gostermektedir. Amilaz,
seliilaz, glukozidaz, galaktosidaz, proteaz, pullulanaz ve ksilanaz gibi
termostabil enzimler, termofilik organizmalardan elde edilmistir ve 90-
105°C  araliginda  stabildir (Adams ve Kelly, 1998).T.
Litoralis’in termostabil I-aminoasilaz enzimi, Escherichia
coli'de klonlanmus, dizilenmis ve asir1 eksprese edilmistir (Singleton
vd., 2000). Endistriyel biyotransformasyon reaksiyonlarinda
kullanimimi iyilestirmek igin T. litoralis'ten termostabil arkeal |-
aminoasilaz lizerinde immobilizasyon deneyleri yapilmistir (Toogood
vd., 2002).

Geobacillus, Alyciclobacillus, Anoxybacillus gibi termofillerden
elde edilen enzimler, endiistriyel biyokatalizde mevcut olan cesitli
engellerin iistesinden gelmek igin bir alternatif sunmaktadir. Ornegin,
termofilik enzimler daha saglamdir ve ayni anda termostabil ve
termoaktiftir, bu da yiiksek sicakliktaki biyoproseslerde optimum

performans gostermelerini saglar (Zhang vd., 2016). Ayrica, birgok


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/thermophile
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/hyperthermophile
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endiistriyel uygulamada bulunan yiiksek basing ve protein denatiire
edici ¢oziiciilere kars1 da toleranshidirlar. Bu benzersiz 6zellikler onlari
mezofilik muadillerinden tstiin kilmaktadir. Endiistriyel proseslerde
daha yiiksek sicakliklarin kullanilmasi ayrica substrat ve iirlin
coziinlirliigiinii  artirtr, hidroliz  siiresini  azaltir ve mikrobiyal
kontaminasyon riskini en aza indirirr Bu nedenlerden dolayi,
termostabil enzimler biyokatalizor olarak 6zellikle tercih edilmektedir.

Termozimlerin artan kararliliginin yapisal temeli mutagenez,
dizi hizalamalari, amino asit igerigi ve kristal yap1 karsilastirmasi ile
arastirtlmistir. Sonuglar, termozimler ile mezofilik ve psikrofilik enzim
homologlarinin ¢ok benzer oldugunu gdstermektedir. Dikkat g¢ekici
termal kararliliklarindan tek bir mekanizma degil, az sayida oldukga
spesifik modifikasyon sorumludur (Sammond vd., 2016). Artan
hidrofobiklik, artan kompaktlik, artan iyonik bag sayisi, azalan dongii
uzunlugu ve esnekligi, daha giiglii N ve C-termini etkilesimleri ve
termolabil amino asitlerin azalan kullanimiin termostabiliteyi
etkiledigi kabul edilmistir. Ilging bir sekilde, mezofilik konakgcilarda
klonlanip ifade edildiklerinde, termozimler ebeveyn suslar ve konake1
arasindaki filogenetik mesafeye ragmen genellikle termal 6zelliklerini
korurlar, bu da bu Ozelliklerin genetik olarak kodlandigini gosterir
(Vieille ve Zeikus, 2001).

Termofilik mikroorganizmalar tarafindan iiretilen termostabil
enzimler, endiistride ve  biyoteknolojide kullanilan  temel
biyokatalizorlerdir ~ (Elleuche vd., 2014). Polimeraz zincir
reaksiyonunda (PCR) (Ishino ve Ishino, 2014) kullanilan termostabil
DNA polimerazlar, biyoyakit yapiminda kullanilan g¢esitli enzimler
(Barnard vd., 2010), madencilik siirecinde kullanilan organizmalar
(Johnson, 2014) ve gida ve kozmetik endiistrilerinde kullanilan
karotenoidler (Oren, 2010) bu alandaki énemli basar1 dykiileridirler.
Diger potansiyel uygulamalar arasinda laktozsuz siit yapimi (Coker ve
Brenchley, 2006); antibiyotik, antikanser ve antifungal ilaglarin iiretimi
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(Herbert, 1992); ve elektrik iiretimi ya da daha dogru bir ifadeyle,
kullanilabilecek ya da depolanabilecek akim iiretmek icin elektronlarin
stizlilmesi (Dopson vd., 2016) yer almaktadir.

Termofilik mikroorganizmalar biyoteknoloji alaninda, 6zellikle
endiistriyel siireclerde (yani 'beyaz biyoteknoloji') biiyiik ilgi ¢cekmistir
(Bergquist vd., 2014, Elleuche vd., 2014). Beyaz biyoteknoloiji,
organizmalarin ve enzimlerin endiistriyel isleme ve malzeme, kimyasal
ve enerji liretimi i¢in kullanilmasi olarak tanimlanabilir. Termofiller lig
proseslerinde ve agir metallerin atiklardan uzaklastirilmasinda
kullanilabilmektedir  (llyas, 2014). Termofiller ayrica O6nemli
endiistriyel enzimler de liretirler. Ayrica termofiller yenilenebilir enerji
tiretiminde dogrudan ve dolayli olarak kullanilabilir (Parmar vd., 2011;
McClendon vd., 2012; Bhalla vd., 2013, Bhandiwad vd., 2013, Goh
vd., 2013).

1.1. Termofil DNA Polimerazlari

Termofilik organizmalar termostabil DNA polimerazlar
kullanir ve bu nedenle termofiller, endiistriyel kullanim i¢in DNA
polimerazlarin ve diger enzimlerin genetik kaynaklar1 olarak oldukg¢a
popliler hale gelmistir. Enzimlerin 1s1 stabilitesi, organizmanin gelistigi
sicaklikla dogrudan iligkilidir. Termofillerden elde edilen DNA
polimerazlarin termostabilitesinde bir fark vardir. Orta derecede
termofilik Bacillus tiirlerinden iiretilen DNA polimeraz, yetersiz
stabilite nedeniyle PCR i¢in Onerilmez. Ekstrem bir termofil olan
Thermus aquaticus'tan elde edilen Tag DNA polimeraz ise PCR'da
kullanim igin uygundur (Zhang vd., 2010). Thermophilus, ilk olarak
Japonya'daki dogal bir termal ortamdan izole edilen, halo toleransli,
olduk¢a termofilik bir bakteridir. Thermus cinsinin iiyelerinden izole
edilen bircok termostabil protein, arastirma ve endiistriyel
uygulamalarda oOnemlidir, bu nedenle bu organizma c¢ok fazla
biyoteknolojik potansiyele sahiptir. T. thermophilus'ta biyoteknolojik
vaatlerde bulunan bir dizi yeni gen kesfedilmistir. Thermus cinsinden,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975015000725?ref=pdf_download&fr=RR-2&rr=88ea46055fc492d5#bb0040
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DNA replikasyonu, DNA onarimi ve RNA olgunlagmasi1 gibi diger
temel biyolojik siireglerde yer alan proteazlar ve anahtar enzimler izole
edilmistir (Henne vd., 2004). Termofilik tiirler olan T. aquaticus ve T.
litoralis, DNA parmak izi ve diger uygulamalarda kullanilan DNA
polimeraz enziminin kaynagi olarak kullanilir. Bu organizmalarin
enzimleri, hidrojen baglarin1 kirmak ve tekrar tekrar kopyalanabilen tek
iplikcikler birakmak i¢in DNA'nin dongiiler halinde 1sitilmasini igeren
PCR islemi i¢in gerekli olan yiiksek sicakliklarda stabildir (Bertoldo ve
Antranikian, 2001). DNA polimerazlar, PCR'de kullanilmak {izere T.
littoralis, T. aquaticus, T. maritime, P. woesii ve P. furiosus'tan elde
edilmistir (Satyanarayana vd., 2004).

1.2. Hipertermofil DNA Polimerazlar:

Hipertermofilik organizmalarin c¢ogunu arkealar olusturur,
ancak bazi termofilik bakteriler de vardir. Hipertermofiller potansiyel
olarak termofillerden daha fazla 1s1ya dayanikli enzim iiretebilir. Bunun
nedeni hipertermofillerin daha yiiksek sicakliklara dayanabilmesidir.
Anaerobik bir hipertermofil olan Pyrococcus furiosusun DNA
polimerazi (Pfu polimeraz) Tag polimerazdan daha kararhdir.
Hipertermofilik arkeler, hem molekiiler biyoloji ¢aligmalar i¢in ilgi
cekici model organizmalar hem de pratik uygulamalar i¢in énemli bir
enzim kaynagi olarak lin kazanmistir (Ishino ve Ishino, 2014).
Thermotoga maritima DNA polimerazi, hipertermofilik bakterilerden
elde edilen ilk ticari tiriindiir (ULTIMA DNA polimerazi). Bu enzim,
3’-5’ ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir ve bu nedenle proofreading
aktivitesi ile PCR'y1 daha dogru bir sekilde gerceklestirmesi beklenir
(Diaz ve Sabino, 1998). Thermus aquaticus, Pyrococcus furiosus ve
Thermococcus litoralis’den elde edilen ve sirasiyla Taq (Tindall ve
Kunkel, 1988), Pfu (Lundberg vd., 1991) ve Vent (Mattila vd., 1991)
olarak bilinen DNA polimerazlar olmadan PCR’1n otomatiklestirilmesi
miimkiin olamazdi. Patent 6mrii boyunca PCR, hak sahiplerine 2 milyar
dolarin {izerinde telif iicreti kazandirmistir (Fore vd., 2006). Bununla
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birlikte, bir zamanlar bilimden uzak oldugu diisiiniilen kolluk
kuvvetleri gibi alanlar da, DNA profillerine dayanarak siiphelileri
tanimlamay1 ve elimine etmeyi daha kolay hale getirerek PCR'dan
bliyiik fayda saglamistir (Gurvitz vd., 1994). Adli tip ve PCR tabanl
teknolojilere odaklanan ¢ok sayida film, roman ve TV sovuyla eglence
endiistrisi bile PCR'dan biiyiik o6l¢lide faydalanmistir. Bu g
hipertermofilik enzimin biyoteknoloji ve mevcut kiiltiiriimiiz

uzerindeki etkisi ancak muazzam olarak tanimlanabilir.

1.3. DNA Ligazlar

DNA ligazlar (ATP'ye bagimli DNA ligazlar, EC 6.5.1.1 ve
NAD+ bagimli DNA ligazlar, EC 6.5.1.2), DNA'daki kirilmalan
baglayan enzimlerdir. i1k termostabil ligaz, Thermus thermophilus HB8
bakterisinde kesfedilmistir. Bu enzimlerin ¢ogu termofilik ve
hiper/termofilik arkelerden Pyrococcus furiosus, Thermococcus sp.
15109, Sulfolobus  solfataricus, Sulfophobococcus  zilligii,
Archaeoglobus fulgidus (Petrova vd., 2012), Hyperthermus butylicus
(Kim vd., 2013), Methanocaldococcus jannaschii (Wang vd., 2013),
Methanobacterium  thermoautotrophicum  (Sriskanda  vd., 2000),
Aeropyrum pernix K1 (Jeon ve Ishikawa, 2003) gelir. Bakteriyel DNA
ligazlarin aksine, bu enzimler kofaktor olarak ATP'ye ihtiya¢ duyar.

Termostabil DNA ligazlari, yiiksek sicakliklarda (90-100 °C)
centik birlestirme reaksiyonu icin katalitik aktiviteleri nedeniyle
dizileme primerlerinin yapiminda ve LDR/LCR enzimleri olarak
kullanilir. Ligaz tespit reaksiyonu (LDR)/ligaz zincir reaksiyonu
(LCR), DNA zincirindeki tek baz mutasyonunu tespit etmek igin

kullanilan bir tekniktir ve genetik hastaliklarin teshisi i¢in kullanilir
(Shi vd., 2023).
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2. Biyoyakat (Biyoenerji) Uretimi

Azalan fosil yakit rezervleri ve iklim degisikligine iliskin
endiselerin artmasi nedeniyle, basta biyoenerji olmak iizere yeni enerji
dretimi kaynaklarmmin arayisi dilnya c¢apinda ilgi konusu haline
geldi. Biyoyakaitlar kati, sivi ve gaz halinde bulunabilir.

Sivi biyoyakitlar (yani biyoetanol, biyodizel, biyobutanol ve
biyokerosen), nisasta ve lignoseliilozik biyokiitle gibi materyallerin
fermente  edilmesiyle veya lipit fraksiyonlarinin  bitkiler  ve
mikroorganizmalar gibi ¢esitli kaynaklardan ekstraksiyonuyla elde
edilir. Termofiller, s1vi biyoyakat iiretimi i¢in lignoseliilozik biyokiitleyi
(yani ksilan , seliiloz ve hemiseliiloz) verimli bir sekilde pargalayan
termostabil enzimler iiretebilmektedir. Ornegin, Caldicellulosiruptor,
Caldanaerobius ve Clostridium spp.’den elde edilen seliilazlar
ksilanazlar  ¢esitli sivi  biyoyakitlarin  {iretiminde  potansiyel
uygulamalarla etkili lignoseliiloz pargalayici aktivite sergilerler (Bhalla
vd., 2013; Han vd., 2012; Su vd., 2013). Biyobutanol iiretimini igeren
yakin tarihli bir calismada, Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticum ile biitiril CoA olusumundan sorumlu bcs
operonunun spesifik genlerini asir1 eksprese ettikleri ve vahsi tip susa
kiyasla n-butanol iiretimini %180 artirdiklar1 ¢ok ilging sonuglar
yayinlanmistir (Bhandiwad vd., 2013).

Metan ve hidrojen, farkli hammaddelerin ve atik malzemelerin
anaerobik  fermantasyonuile elde edilebilen gaz biyoyakit
ornekleridir. Biyohidrojen, seliilozun glikoza doniistiiriilmesi ve
ardindan glikoz iirliniiniin ve yan iriinliniin (glukonik asit) hidrojene
doniistiiriilmesiyle elde edilebilir (Woodward vd., 2000). Woodward
ekibi enerji tiretimi igin yararl olabilecek ekstremozimleri belirleyip,
izole etmis ve saflastirdiktan sonra karakterize etmistir. Glikozun
hidrojene doniistiiriilmesi iglemi yiiksek sicakliklarda daha verimlidir;
bu nedenle standart enzimlerin ekstremozimlerden (yani hidrojenaz)
elde edilenlerle degistirilmesi mantiklidir. Pyrococcus furiosus
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hyperthermophile, 85°C'de olduk¢a verimli g¢alisan bir
hidrojenaz iiretir bu enzim ayni zamanda hidrojen iiretmek igin
NADPH'den elektronlar1 kabul ettigi bilinen iki enzimden biridir
(Raven vd., 1992).

Komiir yataklarinda hapsolmus metan bagka bir alternatif enerji
kaynagidir. Biyometan, komiiriin belirli anaerobik bakteriler tarafindan
metana  doniistiirildiigi bir dizi  biyokimyasal reaksiyonun
sonucudur (Kotelnikova, 2002). Komiirin metana  mikrobiyal
doniisimii uzun zamandir arastirma konusu olmustur (Jones vd.,
2008; Thielemann vd., 2004). Hindistan'daki Jharia komiir
madenlerinden  farkli  komiir  substratlarinin = kullanmildignr ~ bir
arastirmada, metanojenik mikrobiyal topluluk kullanilarak 65°C'de
%49 metan dretimi rapor edilmistir. Toplulugun filogenetik bir
calismasinda, Methanoculleus thermophilus'un s6z konusu olan baskin
tir oldugunu gosterilmistir (Lavania vd., 2014).

Yukarida bahsedilen termofillerin umut verici kullanimina
ragmen, biyoyakit iiretiminde termofilik mikroorganizmalarin
kullanim bir dizi dezavantaji da beraberinde getirmektedir (Lin ve Xu,
2013). Termofillerin ¢ogunlugu karbon kullaniminda diisiik verimlilik
sergiler ve baz1 durumlarda, seliiloz gibi belirli polimerlerin tamamen
parcalanmas1 i¢in birden fazla tlire ihtiya¢ duyulabilirler. Benzer
sekilde, termofiller daha yiiksek enzimatik reaksiyon hizlarina sahip
olsalar da ¢ogu termofil kiiltiirii yiiksek hiicre sayisina ulasamaz.
Termofiller tarafindan iiretilen biyoyakitlarin toplam verimi hala
endiistriyel ihtiyaclarin altindadir. Ayrica, termofiller genetik
manipiilasyona karsi mezofillere gore daha direnglidirler (Rastogi vd.,
2009).

Gezegenin azalan fosil yakit arzim desteklemek amaciyla,
biyokiitle (6rnegin misir, pancar, bugday ve seker kamisi) kullanarak
yakit liretmek icin ortak bir ¢aba gosterilmistir. Belirli bir kaynaga

bagl olarak, biyoyakitlar birinci ve ikinci nesil olarak kategorize
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edilebilir. Birinci nesil biyoyakitlar, mevcut mahsullerin kolay hidrolize
olan seker, nisasta ve yaglarindan elde edilirken, ikinci nesil
biyoyakitlar hidrolize daha dayanikli olan lignoseliilozik malzemeden
elde edilir.

Biyoyakitlar nihai son lriinlere gore de kategorize edilebilir:
biitanol, etanol, hidrojen, metan ve biyodizel. Geleneksel biyobiitanol
ve Dbiyoetanol iiretim yoOntemleri, Saccharomyces cerevisiae ve
Clostridium tiirleri gibi mezofilik mikroorganizmalarin kullanimiyla
desteklenen kimyasal bir siirecin kullanimini igerir (Lee vd., 2008).
Hidrojen iiretimi geleneksel olarak bir kimyasal/katalizor siirecine
dayanmaktadir (Das ve Veziroglu, 2001); ancak son zamanlarda
Caldicellulosiruptor saccharolyticus ve Thermotoga elfii termofillerini
kullanan daha biiyiik O0l¢ekli mikroorganizma tabanli sistemler
gelistirilmistir (de Vrije vd., 2002). Diger {iriinlerin aksine, metan her
zaman metanojenleri (metanin bilinen tek biyolojik iireticileri olan
ekstremofiller) iceren bir mikroorganizma konsorsiyumu kullanilarak
tiretilmistir (Barnard vd., 2010).

Biyoyakit iiretimindeki adimlarin ¢ogu yiiksek sicakliklar ve
asirt pH degerlerini icerir; bu nedenle ekstremofiller, geleneksel
yontemlerde kullanilan mezofilik organizmalarin yerini almak i¢in
ideal adaylardir. Ornegin, Thermoanaerobacterium saccharolyticum
hemiseliilloz ve ksiloz gibi pentoz sekerleri etanol iiretmek igin
baslangi¢c malzemesi olarak kullanabilmektedir (Demain vd., 2005). Bu
termofilin tasarlanmig versiyonlari, biiylik miktarlarda etanol iiretme ve
diger yan reaksiyonlari/iiriinleri en aza indirme konusunda biiyiik umut
vaat etmektedir (Basen vd., 2014). Anaerobik fermantasyon ve
hidrojenazlar yoluyla hidrojen iiretiminde ekstremofiller i¢in de ¢ok
sayida uygulama vardir. Caldicellulosiruptor, Thermoanaerobacterium
(Ren vd., 2008), Pyrococcus (Baker vd., 2009) ve Aeropyrum
(Nishimura ve Sako, 2009) suslarinin kullanim1 biiyilik bir potansiyel
gostermektedir. Arastirmalar heniiz ¢ok ©On asamadadir; ancak



BIYOLOJI ALANINDA TEORIK VE UYGULAMALI AKADEMIK CALISMALAR-1] 50

hipertermofil miihendisligi gibi son gelismeler olduk¢a umut vericidir
(Antoni vd., 2007; Lipscomb vd., 2014)

Mikroorganizmalar tarafindan tiretilen ve ticari agidan en fazla
basar1 gosteren iki {iriin biyodizel ve biitanoldiir. Butanol, etanolle
karsilastirildiginda mikroorganizmalarin biiylimesini oldukca inhibe
eder (¢ogu organizma %?2'den fazlasim tolere edemez). Bu nedenle,
irlin inhibisyonunun iistesinden gelmek ve biiylik miktarlarda biitanole
dayanabilmek i¢in organizmalarin modifiye edilmesi gerekir.
Biyodizel, ¢ogu petrolde bulunanlar gibi uzun zincirli hidrokarbonlar
iceren yliksek lipit icerikli (>%75 kuru agirlik) alglerden elde edilir. Bu
gereklilikleri karsilayan cesitli ekstremofilik algler (6rn. Cyanidium
caldarium ve Galdieria sulphuraria) mevcuttur (Luca vd., 1981; Pulz
ve Gross, 2004). Tasarlanmis halofilik algler, biiyiimeleri i¢in gereken
yiiksek tuzluluk diger mikroplar1 engelledigi i¢in acik kaplarda
yetistirilebildikleri i¢in biiyiik umut vaat ediyor. Bu, okyanuslar ve
kurak/col  ortamlar1 gibi yeterince kullanilmayan ortamlarda
yetistirilebilecekleri anlamina gelir (DasSarma vd., 2009).

3. Biyomadencilik

Biyoyakitlara ek olarak ekstremofiller ve enzimlerinin bir diger
onemli uygulamasi da madencilik sektoriidiir (Podar ve Reysenbach,
2006). Biyomadencilik, metallerin cevherlerden geri kazanilmasini
arttirmay1 amaclayan farkli biyolojik stiregleri icerir. Biyoli¢ ve
biyooksidasyon, biyomadencilikte yer alan siilfit minerallerine
uygulanan iki biyo-ekstraktif islemdir. Her iki biyoproses de ayni
mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirilir ve ayni1 mekanizmalari
kullanir; bununla birlikte biyo-filtreleme sirasinda ilgili metal biyolojik
kataliz yoluyla ¢oziindiiriiliirken biyo-oksidasyonda mikroorganizmalar
geri kazanilacak metali tikayan mineral matrisini ¢ézer ve bu daha
sonra diger kimyasal lic maddeleri kullanilarak ¢oziilebilir. En uygun
biyomadencilik mikroorganizmalari, metal siilfitlere saldiran ve ilgili
metalin ¢oziinebilir siilfatlar olarak asidik su ¢ozeltisine salinmasina
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izin veren oksitleyici ve asidik kosullar olusturma yetenegini gerektirir.
Asidofilik demir ve kiikiirt oksitleyici prokaryotlar, Fe (II)'yi Fe (III)'e
ve kiikiirt  bilesiklerini stilfiirik  asite oksitleyebildikleri igin biyo-
filtreleme ve biyo-oksidasyon siireglerinde yer alirlar. Metal siilfiirler
icin uygun bir oksitleyici madde olan Fe (III), demir oksitleyici
mikroorganizmalarin etkisiyle siirekli olarak yenilenir ve metali
mineralden  ¢Ozeltiye  birakir.  Ayrica  siilfirii  oksitleyen
mikroorganizmalar tarafindan tretilen silfirik asit, metal iyonlarini
¢ozeltide tutmak icin pH"1 diisiik degerlerde tutar (Donati ve Sand,
2007 ).

Cesitli  calismalar, termoasidofilik  mikroorganizmalarin,
mezofilik mikroorganizmalarla elde edilenlerden ¢ok daha yiiksek,
tatmin edici bakir geri kazanim verimleri tretebildigini kanitlamistir
(Qin vd., 2013; Abdollahi vd., 2014). Biyomadencilik teknikleri altin,
giimiis, bakir, c¢inko, nikel ve uranyum gibi metallerin ¢ikarilmasinda
basariyla uygulanmistir. Bu islemde kullanilan organizmalar
Asidithiobacillus ve Ferroplazma gibi asidofillerdir. Ancak kosullara
bagli olarak Sulfolobus ve Metallosphaera gibi daha termofilik tiirlerin
kullanilmasi gerekebilir (Podar ve Reysenbach, 2006).

4. Karotenoidler

Karotenoidler dogal pigmentlerdir ve ekstremofillerden
cogunlukla halofilik arkeler ve alglerle iligkilidir (Schiraldi vd., 2002).
Karotenoidlerin ¢ogu organizmalardan endiistri i¢in yararlt seviyelerde
sentezlenemez/ekstrakte edilemez; ancak bunun {i¢ istisnasi vardir:
bakteriorhodopsin, kantaksantin ve B-karoten (Chandi ve Gill, 2011).

Bakteriorhodopsin, membrana bagli bir retina pigmentinin yani
sira, fotosentezin ilkel bir formu olarak islev goren bir proton
pompasidir. Olduk¢a stabil bir molekiildiir ve asir1 halofilik
arke Halobacterium salinarum’dan elde edilmistir (Schiraldi vd.,
2002). Holografi, yapay retinalar, fotokromik boyalar, uzaysal 151k
modiilatorleri ve biyokimyasal enerjinin yenilenmesi gibi genis bir
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uygulama yelpazesinde kullanilmak tizere uyarlanmistir (Charlesworth
ve Burns, 2015).

Canthaxanthin, gida boyast ve yem katki maddesi olarak
kullanilan, yagda ¢ozlinen bir antioksidandir. Yem katki maddesi
olarak balik, kabuklu hayvan ve kiimes hayvani c¢iftliklerinde
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda kozmetik endiistrisinde de kullanilir ve
genellikle bronzlagsma haplarinin ana bilesenidir (Saito vd., 1992).
Bakteriorhodopsinde oldugu gibi halofilik arkeler tercih edilen
tireticilerdir ve Haloferax alexandrinus tercih edilen tiirdiir (Asker ve
Ohta, 2002).

B-karoten kirmizi/turuncu bir pigmenttir ve havug, balkabagi ve
halofilik mikroorganizmalardaki ana renklendiricidir.  Halofilik
alg Dunaliella salina, B-karoten i¢in ana kaynaktir (DasSarma vd.,
2009). Kimyasal yapisindan dolayr yag ve suda ¢dziinebilen bir
molekiildiir, bu da onu pisirme isleminde (6rnegin gida boyasi) ve
emiilsiyonlarda (6rnegin sekerleme ve hazir gidalar) bir katki maddesi
olarak miikemmel kilar.

5. Biyoremediasyon

Modern toplumda farkli sektdrlerin teknolojik ve endiistriyel
geniglemesi, atiklarin karmasikliginin ve toksisitesinin artmasina neden
olmustur (Gavrilescu vd., 2015). Sonug olarak, bu kalintilarin suya,
topraga ve havaya atilimi artmakta ve bu ekosistemlerin kirliligi halk
ve ¢evre sagligi agisindan endise verici hale gelmektedir (Azubuike vd.,
2016).

Biyoremediasyon, toprakta, c¢okeltilerde, suda ve havada
bulunan c¢evresel kirleticilerin kimyasal yapisim1 hareketsizlestirmek
veya degistirmek i¢in genellikle diisiik maliyetlerle mikroorganizmalari
uygulayarak bilesigin kismi bozulmasina, minerallesmesine veya
doniisiimiine yol acan ¢evre dostu bir kirlilik aritma teknolojisi olarak
tanimlanabilir (Tabak vd., 2005). Ekstremofilik mikroorganizmalarin
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kullanimi, metalle kirlenmis bolgelerin tedavisinde umut verici bir
alternatif haline gelmistir (Sen vd., 2014). Cd, Cu, Ni, Zn ve Mn gibi
farkli metallerin  biyosorpsiyonu Geobacillus tiirleri, Thermus
thermophiles, Thermococcus zilligii ve Anoxybacillus flavithermus ile
degerlendirilmistir (Chatterjee vd., 2010, Sar vd., 2013). Termofiller,
isitilmis  niikleer atik akintilarinin - aritilmasinda  toksik metallerin
ve radyoniiklidlerin (U, Cr, Tc, Co) ¢okeltilmesi ve/veya
hareketsizlestirilmesi igin biliylik avantajlar sunmstur. Enzimatik
uranyum ve teknetyum indirgemesi Thermusscotoductus , Pyrobaculum
islandicum, Thermoanaerobacter sp.ve Thermoterrabacterium
ferrireducens 'te gosterilmistir (Chernyh vd., 2007). Cr (VI), Se (IV) ve
Te (IV)'in termofilik tiirler tarafindan indirgendigi de rapor edilmistir
(Sar vd., 2013).

Gecgtigimiz birka¢ yilda termofiller, c¢esitli endiistrilerden
yayilan gazlarin kokularini gidermek icin biyofiltrelerin yapiminda test
edilmistir. ~ Termofilik  biyofiltrasyon, gazlarin  sogutulmasim
gerektirmemesi ve dolayisiyla prosesin ekonomik maliyetini azaltma
avantajina sahiptir. Etanol, benzen, etil asetat ve kiikiirt igceren gazlar
gibi ugucu organik bilesiklerin uzaklagtirilmasi i¢in umut verici
sonuclar rapor edilmistir (Ryu vd., 2009). Inorganik ve organik
Kirleticilerin biyolojik olarak aritilmasinin pek ¢ok avantaji olmasina
ragmen, yani geleneksel temizleme yontemlerine gore daha diistik
isletme maliyetleriyle daha ¢evre dostu olmasina ragmen, hizinin yavas
olmasi ana dezavantajdir ve bu teknolojinin benimsenmemesinin olasi
nedenidir. Bu ¢aligmalarin sonuglar1 géz oniine alindiginda, termofilik
tirlerin biyoremediasyonda kullanilmasi, proseslerin verimliliginin
arttirtlmasi i¢in umut verici bir arag¢ gibi goriinmektedir.

6. Biyosiirfaktanlar

Biyosiirfaktanlar, mikroorganizmalar tarafindan iiretilen ve suda
¢Oziinmeyen bilesiklerin  emiilsifikasyonunu ve dispersiyonunu
arttirmaya yardimci olan amfifilik bilesiklerdir. Biyosiirfaktanlar
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glikolipitler, lipopolisakkaritler, lipoproteinler, fosfolipidler ve yag
asitlerini iceren kompleks molekiillerdir. Biyosiirfaktanlarin kullanima,
diisiik toksisiteleri nedeniyle gida, tarim, ilag, petrol ve kagit/hamur ile
ilgili endistrilerde 6nemli 6l¢iide artmistir (Sharafi vd., 2014). Diger
alanlarda oldugu gibi termofiller, daha yiiksek sicaklik stabilitesine, pH
ve tuzluluk gibi diger asir1 fizikokimyasal parametrelere karsi artan
dirence sahip biyosiirfaktanlarin {iretimi i¢in potansiyel oganizmalardir.
Su ana kadar belirlenen performans artigina sahip tiirler
Aneurinibacillus, Geobacillus, Alcaligenes, Bacillus ve Brevibacillus ci
nsleriyle iligkilendirilmistir (Joshi vd., 2008, Bharali vd., 2011, Mnif
vd., 2011, Sharafi vd., 2014).

7. Diger Endiistrilerdeki Uygulamalar

Deterjan, deri ve kagit endiistrilerindeki uygulamalar igin asir1
pH ve sicaklikta aktif olan yiiksek derecede kararli enzimlerin
tanimlanmast  gereklidir.  Endiistriyel uygulamalar i¢in uygun
Ozelliklere sahip termostabil enzimler elde etmek ic¢in ekstremofilik
tiirler kullanilmaktadir. Seliilazlar, amilazlar, ksilanazlar, proteazlar,
pektinazlar, keratinazlar, lipazlar, esterazlar, katalazlar, peroksidazlar
ve fitazlar, biyoteknolojik siireclerde genis bir uygulama alanina sahip
olan ekstremozim ornekleridir (Gomes ve Steiner, 2004). Amilazlar,
pullulanazlar, siklodekstrin glikosil transferazlar, seliilazlar, ksilanazlar,
kitinazlar ve glikoz izomerazlar, gida, kimya ve ila¢ endiistrilerinde ve
ayrica g¢evresel biyoteknolojide kullanilan polimer pargalayict
enzimlerdir (Aguilar, 1996).

Termofilik enzimler, saf farmasotikler i¢in kiral bilesiklerin
gelistirilmesi de dahil olmak iizere endiistriyel uygulamalarda bir dizi
faydaya sahiptir. Termofil Aspergillus terreus'tan meme kanseri
hiicrelerinin baskilayicisi olan terrein izole edilmistir. Terrein, MCF-7
meme kanseri hiicrelerine karsi yiiksek sitotoksisiteye sahiptir. Terrein
ile tedavinin, meme kanseri hiicrelerinin biiylimesini 6nemli Sl¢lide
baskiladig gosterilmistir (Liao vd., 2012).
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Her termofil grubu, ¢esitli uygulamalarda kullanilabilecek farkl
ozelliklerde enzimlere sahiptir. P. furiosus, T. hydrothermalis, T.
profundus, S.  acidocaldarius ve S.  solfataricus gibi  termofilik
Arkelerden yiliksek oranda 1siya kararli o-amilazlar elde edilir
(Hernandez vd., 2006; Arikan, 2008). Geobacillus sp.'den izole edilen
a-amilaz enzimi, deterjan endiistrisinde endiistriyel amagclarla
kullanilmaktadir (Mathew ve Rathnayake, 2014).

Nisastanin enzimatik sivilastirilmasi ve sakrifikasyonu yiiksek
sicakliklarda (100-110°C) gerceklestirildiginden, ekstremofillerden
elde edilen termostabil ve termoaktif amilolitik enzimler, glikoz, kristal
dekstroz, dekstroz surubu, maltoz ve maltodekstrinler gibi degerli
riinlerin iretimi igin biylk ilgi gormektedir. Su anda, Bacillus
stearothermophilus  veya Bacillus licheniformis'in  termostabil
amilazlari nigsasta isleme endiistrilerinde kullanilmaktadir. 65°C'de
optimum biiylimeye sahip aerobik bir deniz termofilik bakterisi olan
Rhodothermus marinus'un, selillaz, ksilanaz B-mannanaz, o- I-
arabinofuranosidaz ve a-galaktosidaz gibi bir dizi yiiksek 1s1ya

dayanikli polisakkarit parcalayici enzim irettigi rapor edilmistir
(Gomes vd., 2003).

Nisasta hidrolizi i¢in kararli alfa-amilazlar, kagit agartma icin
ksilanazlar ve gida isleme, firinlama, bira yapimi ve ¢amasir
deterjanlar1 igin proteazlarin tiimi termofillerde kesfedilmistir.
Seliilazlar, selilloz igeren biyokiitle ve yem  bitkilerinin
sindirilebilirligini ve besinsel verimliligini arttirmanin yani sira
deterjanlarda renk parlaklagtirma amaciyla da kullanilabilir (Niehaus
vd., 1999; Poli vd., 2017). Camasir ve bulasik deterjanlarina uygun
enzimler i¢eren Bacillus tiirleri izole edilmistir (Ito vd., 1998), boylece
ekstremofillerin trlinleri temizligi daha da iyilestirebilir. Kumas isleme
ayn1 zamanda ekstremofil enzimlerden de faydalanabilir. Yiiniin
ozelliklerini gelistirmek ve boya penetrasyonunu iyilestirmek icin 1s1ya
dayanikli ve alkaliye dayanikli bir proteaz kullanilmistir (Schumacher
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vd., 2001). Ekstremofilik mikroorganizmalar heniiz kesfedilmemis yeni
tedavilerin kaynag1 da olabilir. Ornegin, ekstremofil ekstraktlarinin
Candida ve Aspergillus sp'ye ve yeni bir Pseudomonas'tan izole edilen
demir baglayici bir antifungal bilesik olan pyochelin'e kars1 antifungal
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Combie vd., 2001).

8. SONUC

Termofillerin biyoteknoloji, molekiiler biyoloji, ila¢ endiistrisi
ve tekstil endiistrisi endiistrisinde kullanimlart igin ¢ok faydali
mikroorganizmalar oldugu sonucuna varilmistir. Proteazlar, amilazlar,
lipazlar, seliilazlar, pullulanaz, ksilanaz ve DNA polimerazlar gibi
yiiksek sicaklikta stabilite gdsteren benzersiz 6zelliklere sahip enzimler
tretirler ve bu da asir1 sicakliklarda hayatta kalmalarina katkida
bulunur.

Laboratuvarda ve  endiistriyel ortamlarda  ekstremofil
yetistirmenin zorlugu bir dezavantajdir ve termofilik ve hipertermofilik
tirlerin yetistirilmesine yonelik yontemleri gelistirmek igin ¢ok fazla
arastirma yapilmaktadir. Ekstremofilik mikroorganizmalarin
gelismesini saglayan kosullar1 olusturmak i¢in arastirmacilar siirekli
fermantasyon biyoproseslerini ve c¢esitli ortamlar1 arastirmaktadirlar.
Ekstremofil yetistiriciligi i¢in gereken asir1 sicaklik, pH ve tuzluluga
dayanabilen malzemelerden yapilmis biyoreaktdrlerin iiretimi 6nemli
bir zorluktur.

Artan patent sayisi, termofillerin ticari uygulamalarinin daha
yaygin hale geldigini gostermektedir. Son birka¢ yilda, termostabil
enzim pazarinda Onemli bir artis olmustur. Yeni izole edilecek
termofilik ve hipertermofilik mikroorganizmalarin sayisindaki artis ve
ilgili enzimlerinin kesfi bilimsel ve endiistriyel alanda biiyiik
gelismelere katkida bulunacaktir.
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Sonug¢ olarak, termofilik mikroorganizmalar, biyo-tabanli bir
ekonominin gelismesi i¢in g¢esitli  biyoteknolojik  sektdrlerde
kullanilabilecek siirdiiriilebilir kaynaklardir.
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