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Abstract

Archaea, which constitute one of the three major domains of living things, in terms of both biochemical
properties and structural features, are prokaryotic cell types that are separated from eukaryotes and bacteria. The vast
majority of members of Archea survive in extreme ambient conditions thanks to their metabolic and molecular
adaptations. Typical environments in which pure cultures of archaea species isolated; are hot springs, hydrothermal
vents, solfataras, salt lakes, soda lakes. Microbial diversity analysis can be performed both with microbiology-based
culture-dependent methods and culture-independent methods using molecular techniques. However, it is still difficult to
create conditions in very hot and pressurized environments in laboratory environments and many different taxa can be
overlooked. It is not possible to determine archaea types that have not yet been cultured in studies based on culture.
Therefore, over the past two decades, the use of molecular techniques involving PCR-based amplification of 16S rRNA
genes in environmental samples allows a culture-independent evaluation of microbial diversity. As a result of archaea's
ability to function at nearly limit values in terms of temperature, salinity and pH, extremophilic enzymes
(extremozymes) are now found in many applications. In this review, general properties of thermophilic archaea,
archaeal diversity studies independent of culture, and usage areas of archaeal enzymes in biotechnology are discussed.
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Termofilik arkelerin cesitliligi ve biyoteknolojide kullanim alanlan

Ozet

Arkeler canlilarin {i¢ biiyilk domaininden birini olusturan, biyokimyasal ozellikleri bakimindan hem
bakterilerden hem de Okaryotlardan farkli olan, prokaryotik hiicre tipinde tek hiicreli canlilardir. Arkeler pek g¢ok
canlin hayatta kalamayacagi agir1 sicak, asir1 soguk ve asir1 tuzlu ve benzeri ekstrem ortamlarda yasayabilirler. Yakm
zamana kadar arkelerin sadece ekstrem ortam kosullarinda yasayabildikleri zannedilirken, son donemlerde yapilan
¢aligmalarda arkelerin bagka canli gruplarmm bulundugu normal yasam ortamlarinda da gelistikleri tespit edilmistir.
Arke tiirlerinin saf kiiltiirlerinin izole edildigi tipik ortamlar; kaplicalar, hidrotermal bacalar, solfatoralar, tuz golleri,
soda golleridir. Mikrobiyal ¢esitlilik analizleri hem mikrobiyoloji temelli kiiltiir bagimli yontemlerle hem de molekiiler
teknikler kullanilarak kiiltiirden bagimsiz yontemlerle yapilabilmektedir. Ancak yine de ¢ok sicak ve basingh
cevrelerdeki kosullari laboratuvar ortamlarinda olusturmak zordur ve bir¢cok farkli takson gézden kagabilir. Kiiltiire
bagli olarak yapilan ¢alismalarda hentiz kiiltiire edilmemis arke tiirlerinin belirlenmesi s6z konusu degildir. Bu nedenle
son yirmi yilda, ¢evresel 6rneklerdeki 16S rRNA genlerinin PCR-bazli amplifikasyonunu i¢ceren molekiiler tekniklerin
kullanilmasi, kiiltiirden bagimsiz bir mikrobiyal ¢esitlilik degerlendirmesine izin vermektedir.
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Arkelerin sicaklik, tuzluluk ve pH agisindan neredeyse sinir degerlerde iglev gosterme kabiliyetlerinin bir
sonucu olarak, ekstremofilik enzimleri (ekstremozimleri) giinlimiizde birgok uygulamada kullanim alani bulmaktadir.
Bu derlemede termofilik arkelerin genel Ozelliklerine, kiltiirden bagimsiz arkeal gesitlilik caligmalarina ve arke
enzimlerinin biyoteknolojide kullanim alanlarina deginilmistir.

Anahtar kelimeler: arke, termofilik ve hipertermofilik, kiiltiir bagimsiz yontemler, arkeal ekstremozimler
1. Giris

Arkeler canlilarin ii¢ bityiik dleminden birini olugturan biyokimyasal 6zellikleri bakimmdan hem bakterilerden
hem de okaryotlardan farkli olan, prokaryotik hiicre tipinde tek hiicreli canlilardir. Arkeler ¢ogu canlinin hayatta
kalamayacagi asir1 sicak, asirt soguk ve asir1 tuzlu gibi ekstrem ortamlarda yasayabilirler. Onlar1 diger canlilardan farkli
ve Ozel kilan da bu ozellikleridir. Yakin zamana kadar arkelerin sadece zor ortam kosullarda yasayabildikleri
zannedilirken, son donemlerde yapilan caligmalarla arkelerin bagka canli gruplarmnm yasayabildigi normal yasam
ortamlarnda da bulunduklar1 tespit edilmistir. Arke domaini kendi iginde yasam alanlarma gore smiflandirilabilir;
Alkalifiller (Alkali sevenler): Bu tiirler 9 ile 11 arasindaki pH araliklarinda yasamaktadirlar. Asidofiller (Asit sevenler):
Alkalifillerin tam tersi olarak bu arkeler ¢ok diisik pH araliklarinda yasayabilirler. Halofiller (Tuz sevenler):
Kizildeniz’de, Tiirkiye’de Tuz Golii’nde, Urdiin ve Israil arasindaki Olii Deniz’de Amerika'nin Utah eyaletinde bulunan
Biiylik Tuz Go6li'nde, Kaliforniya'nin Owens Golii gibi tuz oranina ¢ok yiiksek olan (%36 ve {izeri tuzluluk) yerlerde
yasayabilmektedirler. Metanojenik arkeler: Batakliklarda, pis sularda, ciftlik giibresinde, ¢coplerde ve otcul canlilarin
sindirim sistemlerinde bol miktarda bulunmaktadirlar. Termofiller-Hipertermofiller (Sicak sevenler): Terminolojik
olarak, 50 ° C'den daha yiiksek bir maksimum biiylime sicakligmma sahip organizmalar, termofiller olarak
tanimlanmaktadir. Kristjansson ve Stetter'in yaptiklari ¢aligmalar sonucunda optimal olarak 80° C'nin {izerinde biiyiiyen
mikroorganizmalar hipertermofiller olarak kabul edilmektedir. Gliniimiizde bilinen, sicaklik agisindan {ist yasam siniri
olan 130 ° C 'ye en yakin sicaklikta yagayabilen bir Pyrolobus tiirii olan Strain 121'dir.Bunlara ek olarak bazi metanojen
hipertermofilik tiirler sicakligin 110° C oldugu volkanik bolgelerde bulunurlar [1].

Psikrofiller (Soguk sevenler): Soguk seven arke tiirleri suyun donma noktasindaki asir1 yagsam sartlarina direng gosteren
arkelerdir. Soguk seven bu arkelerin ¢ogu sicakligi 5°C’nin altindaki yasam alanlarinda yasarlar.

1.1. Arkelerin Tarihi

Diinyaca tinlii molekiiler biyolog Carl Woese 1976’da 60 farkli bakteri tiiriiniin rRNA’larin1 analiz ederek bu
diziler arasinda farkliliklar olabilecegini ortaya koymustur. Bakterilere ¢ok benzeyen bazi mikroorganizmalarin
bakterilerden farkli olarak metan {rettiklerini ve bakterilerde gorillen rRNA ozelliklerinin bu metanojenlerde
goriilmedigini fark etmistir. Ik yillarda Carl Woese'un, c¢alismalart sonucu bu kiiltiirdeki mikroorganizmalar
“Archaeabacteria” olarak tanimlanmistir. Bu sayede bakterilerin filogenetik siniflandirilmasi miimkiin hale gelmistir.
31 Ocak 1980’de yasamin 3 ana domainden meydana geldigi tarihe ge¢cmistir [2].
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Sekil 1. Yagamin 3 temel domaini [2]

Arkeleri diger canlilardan aywran ozellikler olan; ekstrem ortamlarda yasayabilmesi, metan iiretimi gibi
ozelliklere ek olarak arkeler, bakteri ve Okaryot domaininden hem yapisal hem de islevsel agidan oldukga farkl
ozellikler tagimaktadir.
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1.2 Arkelerin Taksonomisi

Arkeler filogenetik olarak 5 temel subeye ayrilmaktadirlar:
Crenarchaeota: Kiiltiirli yapilan arkeler arasinda Crenarchaeota iiyeleri ¢ogunlukla, bilinen en yiiksek sicaklik
derecelerinde iireyebilen hipertermofilik mikroorganizmalari icermektedir.
Euryarchaeaota: Crenarchaeotalar gibi Euryarchaeotalarm da biiyiik bir kismi ekstrem ortamlarda yasamaktadir. Bu
sube metanojenik Archaea ve bazi ekstrem halofilik Archaea cinslerini icermektedir.
Korarcaheota: Korachaeota ilk olarak Yellowstone'da bir sicak su kaynaginda yasayan mikroorganizmalarm
metagenomik analizleri yapilarak kesfedilmistir. Bu organizmalarm saf kiiltiirleri bulunmamaktadir.
Nanoarcaheota: Bir diger Archaeal sube Nanoarchaeaota'dir. Bu subenin tek cinsi olan Nanoarchaeum bir
Crenarchaeota olan Ignicoccus hiicrelerine tutunarak yasayan ¢ok kiigiik bir parazitik prokaryottur.
Thaumarchaeota: Cenarchaeum symbiosum 'un sekanslanmasi sonucu kesfedilmis olan ve Archaea domainine son
eklenen sube Thaumarchaeota diger filumlardan oldukga farklidir. Thaumarchaea, su ve karasal ortamlardaki 6nemli
amonyak oksitleyicilerdir ve nitrifikasyonda yer aldigi tespit edilen ilk arkedir. Genellikle denizlerde ve acik
okyanuslarda bulunurlar [3].
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Sekil 2. Archaea filogenetik agag [2]

1.3. Termofilik ve Hipertermofilik Mikroorganizmalar

Terminolojik olarak, 50 © C'den daha yiiksek bir maksimum biiylime sicakligmma sahip organizmalar,
termofiller olarak tanimlanmaktadir. Kristjansson ve Stetter [21] 'in yaptiklari ¢aligmalar sonucunda optimal olarak 80°
C'nin iizerinde biiyliyen mikroorganizmalar hipertermofiller olarak kabul edilmektedir. Giliniimiizde bilinen, sicaklik
acisindan st yasam sinir1 olan 130 ° C 'ye en yakin sicaklikta yasayabilen bir Pyrolobus tiirii olan Strain 121'dir ve
Arke domainin iiyesidir. Bunlara ek olarak bazi metanojen hipertermofilik tiirler sicakligin 110° C oldugu volkanik
bolgelerde bulunurlar [4].
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Sekil 3. Baz1 hipertermofilik mikroorganizmalarin en yiiksek biiylime sicakliklari [5]
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1972'de Brock ve arkadaslari tarafindan bildirilen ve o tarihe kadar bilinen en yliksek sicakliga sahip olan
mikroorganizma Sulfolobus acidocaldarius olarak tanimlanmistir. Bu tiir ilk olarak bakteri domaininde yer almistir
ancak 1980°de yasamin {i¢ ana domainden meydana geldiginin tarihe gegmesiyle birlikte S.acidocaldarius ' un Archaea
domainine ait oldugu belirlenmistir. Bu tiir, optimum olarak 75- 80 ° C sicaklikta gelismektedir. Hipertermofiller ise
Zillig ve ark. tarafindan 1981'de kesfedilmistir [2][6].

1.4. Termofilik Arkelerin Habitatlart

Termofilik arkeler sicak ¢evrelerden izole edilmektedirler. Bu ¢evreler dogal veya yapay kaynaklar olabilir.
Termofilik arkeal tiirlerin saf kiiltiirlerinin izole edildigi tipik ortamlar;

e Kaplicalar: Sicak yeralt1 sularindan yararlanmak icin yeryiiziine ¢iktiklar1 kaynaklarin cevresine kurulan
hamam goriintimiindeki tesislere denir.

e Hidrotermal bacalar: Hidrotermal bacalarin i¢ kisimlarinda sicaklik ortalama 350-400 °C arasindadir. Agiz
kisimlarinda ise ortalama 150 °C dolaylarindadir.

e Solfatoralar: Fiimerol (latince) ¢ogunlukla yer kabugu sicakliginin ¢ok yiiksek oldugu, yakin dénemde
etkin yanardaglarin yer aldig1 bolgelerde, karbondioksit, siilfiirdioksit, hidrojenklorid ve hidrojen-siilfit gibi
gazlarin, buhar geklinde salindigi, yer kabugundaki agikliklardir [7].

e Derin ve s1g hidrotermal sistemler [8]

Bununla birlikte termofiller; kompost yigmlar1 ve komiir atik yigmlar1 gibi ortamlarda da bulunabilirler. Insan yapimi
termal ortamlar olarak; evsel ve endiistriyel sicak su sistemleri, yiiksek sicakliktaki endiistriyel prosesler, kagit isleme
makineleri, yiyecek isleme tesisleri 6rnek verilebilir.

1.4.1.Termofilik Arkelerin Izolasyonu

Termofilik ve hipertermofilik arkeler genellikle sicak su kaynaklarindan izole edilmektedirler. Sicak su
kaynaklari, diinyanin ¢ok degisik yerlerinde bulunur. Biyologlarin ¢ogu 19. yiizyilin ortalarindan sonra termal sularda
yasayan organizmalar iizerinde gdzlemler yapmuslardir. Diinya iizerindeki sicak su kaynaklar1 Bati Amerika, Orta
Afrika, Yeni Zelanda, izlanda, Japonya, Italya, Endonezya, Orta Amerika, Orta Afrika gibi iilkelerin bulundugu genis
bir alanda bulunur. Ancak, termal habitatlarda yasayan mikroorganizmalar lizerine kapsamli ¢alismalar uzun yillar
Yellow Stone Ulusal Parkinda yapilmistir. Bu park diinyada termal 6zelliklere sahip en onemli yerlerden biridir.
Termofilik arke cesitliligi hem mikrobiyolojik kiiltiir temelli hem de molekiiler yontemlere bagli yaklasimlar
kullanilarak belirlenebilmektedir. Termofilik arkelere 6zgii kiiltiir ortami hazirlanarak yapilan mikrobiyolojik temelli
yontemlerle; yiiksek sicaklifa dayanikli ve bu kosullarda jellesen yeni nesil katilastirici ajan “gelrite” kullanilarak
yapilabilir. Son zamanlarda c¢alismalarda yaygin kullanilan yontem ise kiiltiir ortamindan bagimsiz olarak yapilan
molekiiler yontemlerle PCR-bazli teknikler kullanilarak termofilik arkelerin tamisini ve karakterizasyonunu
gerceklestirmektir.

Microblome composition

g ""'\-_______________;—l"
Culture-Independent Culture-dependent
characterization characterization
(overestimated diversity) [underestimated diversity]

Sekil 4. Kiiltiire bagimli ve kiiltiirden bagimsiz yontemlerle prokaryotik ¢esitliliginin degerlendirilmesi [9]
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1.4.2. Termofilik Arke Cesitliliginin Belirlenmesi

Son yirmi yilda, 16S rRNA genlerinin PCR-bazli amplifikasyonunu igeren molekiiler tekniklerin kullanilmasi,
kiiltiirden bagimsiz bir mikrobiyal ¢esitlilik degerlendirmesine izin vermistir. Bu tiir teknikler ile, okyanus sulari, gol
sular1 ve toprak gibi normal habitatlarda ¢ogunlukla kiiltiirlenmemis arkelerin genis bir dagilimi gozlenmistir. Bu
yontemle,kiiltiire edilmemis mikroorganizmalar icin filogenetik agaclar elde etmek miimkiin hale gelmistir. Buna
dayanarak Pace ve arkadaglari ilk olarak 1986’da SSU rRNA'lar i¢in tasarlanan primerleri kullanarak PCR yontemiyle
gevresel aragtirmalara baglamiglardir [10].
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Sekil 5. Kiiltiirden bagimsiz (PZR bazli) yontem [9]

1.DNA ekstraksiyonu 2. Termofilik arkelere spesifik primerler ile 16S rRNA genlerinin PZR ile amplifikasyonu . 3.16S
rRNA genlerinin plazmitlere aktarimi 4. Plazmitlerin E.coli hiicrelerine transformasyonu 5.rDNA klonlarmin
bulundugu klon kiitiiphanesi

1.5. Termofilik Arkelerde Yiiksek Sicakltk Adaptasyonu

Termofilik arkeler diger pek ¢ok mikroorganizmanin hayatlarini siirdiiremedikleri yiiksek sicakliklarda
yasayabilen organizmalardir. Termofilik arkelerin; hiicre zarlari, enzimleri, niikleik asitleri, proteinleri ve bir takim
hiicre yapilar1 yasayabildikleri yiliksek sicakliklara dayanabilir yapidadirlar. Yiiksek sicakliklarda yasayabilmeleri i¢in
DNA, protein ve hiicre membran yapilarinda farkli mekanizmalar gelistirerek bir takim yapisal degisikliklere
ugramuslardir. Yiiksek sicaklik membranlarm akiskanligmni arttirir. Optimum membran akiskanligi saglamak icin hiicre,
lipitlerin miktarmi ve tiiriini (6rnegin doymus ve doymamis) iceren membran bilesimini ayarlamalidir. Sicaklik da
proteinlerin yapisimi ve iglevini etkiler. Proteinlerin yiiksek sicakliklarla basa ¢ikmak icin gelistirdigi yollar arasinda
iyon ¢ifti igeriginin arttirilmasi, hidrojen baglar1 ve disiilfit kopriilerinin arttirilmas: ve oda sicakliginda esnekligin
azaltilmasi gibi adaptasyonlar bulunmaktadir. Stres faktorlerine maruz kalan bir¢ok biyolojik yapi strese karsi belirli
yanitlar ve bazi maddeler olusturur. Bu maddelerin basinda ise stres proteinleri olarak da adlandirilan 1s1 sok proteinleri
(Hsps) gelir. Bu bilgiler 1s1¢gmda termofillerde 1s1 sok protein igeriginin arttig1 da belirlenmistir. Ayrica termofiller ve
hipertermofiller tarafindan iiretilen proteinler, mezofilik proteinlere gore denatiirasyona kars1 daha direnglidir. Bununla
birlikte sadece hipertermofillerde bulundugu diisiiniilen 6zel bir protein sayesinde DNA'nin degrade olmamasi sz
konusudur. Tiim hipertermofiller ters DNA giraz olarak adlandirilan bir DNA topoizomeraz tiretirler [11][12][13].

Arke ve bakterilerin termostabilitesini anlamak i¢in, membran kompozisyonlari iizerinde yogunlasmak gerekir.
Arkelerin hiicre zar1 genellikle eter-baglardan olusurken bakteriyel hiicre zari ester-baglarindan olugmaktadir. Eter-
baglar1 gliserol ve hidrokarbonlar arasinda olurken, ester baglar1 yag asitleri ve gliserol arasinda olur. Arkelerin hiicre
membrani, kimyasal ve termodinamik olarak bakteri hiicre zarindan daha stabildir.

1.6. Oksijen Iliskileri A¢isindan Termofilik Arkeler

Termofilik arkeler genel olarak zorunlu veya fakiiltatif anaerobiktirler. Pekgok hipertermofil ise,
kemootorotroftur. Tek karbon kaynagi olarak COj'yi ve enerji kaynagi olarak inorganik redoks reaksiyonlarini
kullanirlar. Ayrica, tiim hipertermofiller ve bir¢cok termofil tiirii fotosentetik yerine kemosentetiktir, giines enerjisini
kullanmak yerine ¢dziinmiis organik ve inorganik bilesiklerin oksidasyonu veya bu bilesikleri tiiketerek enerji tiretir.
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Bununla birlikte, kiiltiirdeki termofillerin ve hipertermofillerin ¢ogu, kiikiirt redoks sistemindeki tiirler arasinda elektron
transferinden faydalanir. Bazi hipertermofilik arkeler ise metan tiretirler. (Tablo 1).

Tablo 1 Termofilik ve hipertermofilik arkelerin metabolik 6zellikleri ve taksonomileri

Maksimum Heterotrof | Aerobik/Anaerobik
Tiir Sicaklik (°C) | /Ototrof
Methanobacteriumthermophilum 65 A AN
Methanococcus
thermolithotrophicus 70 A AN
Methanoculleus 60 H AN
thermophilicum 50 H AN
Methanosarcina
thermophila 88 H AN
Palaecoccus 65 H AN
fe_rrophl_lus 80 FA FAN
Picrophilus
ashimae 86 FA AE
Sulfulobus 82 H FAN
acidocaldarius
Sulfurococcus 85 H AN
mirabilis 63 H FAN
Thermocladium
modestius
Thermococcus
zilligii
Thermoplasma
acidophilum

2. Biyoteknoloji uygulamalarinda arkelerin kullanim

Endiistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan elde edilmektedir.
Ciinkii mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvan kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok
yiiksek olmasi, istenmeyen yan iiriin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleri
gibi avantajlar1 vardir. Arkelerin bir¢ogunun ekstrem kosullarda biiyiimesinden dolay1, bu organizmalardan izole edilen
enzimlerin, pratik uygulamalarda kullanildiginda biiyiik avantaj saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Arkelerin kullanildigi
alanlardan biri de metanojenlerin esas olarak metandan olusan biyogaz iirettikleri kanalizasyon islemleridir. Ek olarak
termofilik arkeler, Metallosphaera sedula gibi termoasidofilik organizmalarin kat1 siilfit minerallerine baglandig1 ve
sonugta altin ve bakir gibi metallerin salinmasiyla oksitlendigi diisiik dereceli cevherlerin elde edilmesinde (Biomining)
de kullanilmaktadir [14].

2.1. Arkeal Ekstremozimlerin Biyoteknoloji Uygulamalarinda Kullanimlar

Enzim {iiretiminde kullanilan mikroorganizmalar sadece enzim iiretme yeteneklerine gore degil, toksik ve
patojen olmamalarma gore de segilmektedir. Ozellikle son yillarda stratejik alan seklinde degerlendirilen rekombinant
DNA teknolojisinden yararlanilarak enzim iiretimi bityiik boyutlara ulasmig ve kullanimi giderek yaygmlasmgtir [15].
Gilintimiizde, endiistriyel olarak 6nemli bir¢ok kimyasal proses, yiiksek sicaklik ve basmg gibi sert kosullarda
gergeklestiginden, bunlara alternatif ve gevresel etkisi daha az yontemler igin ekstrem kosullara dayanikli enzimlere
gerek duyulmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalara gore endiistriyel enzimlerin biiyiik ¢cogunlugu mezofilik
mikroorganizmalardan saglanmakta, ancak bircok avantaja sahip olmalarina karsin, uygulamalara dayaniksiz olmalari
nedeni ile kullanimlari sinrli kalmaktadir.[16] Ote yandan, ekstrem termofil mikroorganizmalardan elde edilen
enzimler (ekstremozimler) ekstrem kosullara daha dayanikli olduklarindan, enzim iiretimi i¢in 6nemlidirler.

Arkelerin sicaklik, tuzluluk ve pH smirlarinda iglev gosterme kabiliyetlerinin bir sonucu olarak, termofilik
arkelerin ekstremofilik enzimleri veya ekstremozimleri birgok uygulamada kullanim alani bulmaktadir ve cesitli
biyoteknolojik ¢alismalarda kullanim igin diisiiniilebilmektedir. Isiya dayanikli ekstremozimler, 50°C'nin iizerindeki
sicakliklarda en uygun sekilde biiyliyen termofillerden veya 80° C'nin {izerindeki optimum biiyiime sicakliklar1 ile
hipertermofillerden elde edilebilmektedirler. Ticari olarak kullanilan enzimlerin %59’unu proteazlar, %28’ini
karbohidrazlar, %3’iinii lipazlar ve %10’unu ise diger enzimler olusturmaktadir. Termofilik ve hipertermofilik
arkelerden elde edilen ekstremozimler ise; Glikozil hidrolazlar, Proteazlar, DNA iliskili enzimler olarak
smiflandirilabilmektedir [17][18].
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2.1.1. Glikozil Hidrolazlar

Bugiine kadar, termofilik ve hipertermofilik arkelerden ¢ok sayida o ve P glikozil hidrolaz karakterize
edilmigtir. Glikozil hidrolazlar, iki veya daha fazla karbonhidrat arasinda veya karbonhidrat ile karbonhidrat olmayan
kisimlar arasinda glikozidik baglari hidrolize edebilen enzimler olarak tanimlanmaktadir. Her ne kadar glikozil
hidrolazlar 85 familya arasinda boliinse de bu enzimleri nigasta, ksilan veya seliilozu hidroliz etme yeteneklerine gore;
a-1,4- ve o-1,6-glikozidik baglar (nisasta), B-l, 4-glikosidik baglar (ksilan ve seliiloz) igeren polimerler olarak
gruplandirmak uygundur [17].

Nisasta Par¢alayici Enzimler

a-amilazlar nigastadaki o -1,4 glikozidik baglar1 rasgele hidrolize ederek glukoz ve oligosakaritleri meydana
getirir. Buna Ornek olarak hipertermofilik arke tiirleri olan Pyrococcus woesi ve P. furiosus a-amilazlarm 100°C
sicaklikta en ¢ok bilinen termofilik versiyonlaridir. Thermococcus profundus DT5432’nin saflastirildiginda 80°C
optimum bir sicakliga sahip olan amilaz S gibi termostabil a-amilazlar irettigi saptanmistir. Termofilik ve
hipertermofilik arkelerden izole edilen pullulanazlar ise, dallanmis polimerlerde hem a-1,4 hem de a-1,6 glikozidik
baglar1 hidrolize edebilen tip II sinifina aittir. Bu gruba dahil olan bir diger enzim a-glukozidazlar, terminal glikoz
kalintilarin1 hidrolize eden glikojen yikiminin son agamasinda yer alir. Bu enzim, 105°C ve 115°C arasinda en iyi
sekilde calisir. Termozim olarak da adlandirilan termofiliklerin enzimleri, optik nanosensorler ve analitlerin
olusturulmasinda kullanilmaktadir [29]. Bunun yamisira kagit endustrisinde, siit endiistrisinde, boyali iriinlerin
islenmesinde, deri endiistrisinde ve farmasotiklerde de kullanilmaktadir [19].

Ksilan Pargalayici Enzimler

Ksilanlar, B-1,4 baglantili D-xylopyranosyl alt birimlerinden olusan bir ana zincire dayanan heterojen
polisakkarid grubudur. Termostabil ksilanazlar, enzim destekli kagit agartmasinda kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak
meyve-sebze sular1 ve sarabin aritilmasinda, peynir olgunlagmasi, hamur fermantasyonu gibi islemlerde de rol
oynamaktadir [19].

Tablo 2 Termofilik ve hipertermofilik arkelerin nisasta pargalayici enzimleri [17]

Organizma Enzim Toptimal PHoptimal
D.mucosus a-amilaz 100 55
P.furiosus a-amilaz 100 6.5-7.5
Pyrococcus sp. KOD1 pullulanaz type 11 90 6.5
P.woesi a-amilaz 100 55
Pyrodictium abyssi a-amilaz 100 5.0
St.marinus a-amilaz 100 5.0
S.solfaraticus a-amilaz 100 5.0
S.solfaraticus MT-4 glikoamilaz 70 4.5
T.hydrothermalis pullulanaz type 11 95 55
T.litoralis pullulanaz type Il 98 55
T.profundus DT5432 a-amilaz (amilaz S) | 80 5.5-6.0
Thermococcus strain a -glikozidaz 75 7.0
AN-1

Thermococcus strain TY | a-amilaz 100 55
Thermococcus strain pullulanaz type Il 100 6.5
TYS

2.1.2. Proteazlar

Proteazlar, proteinlerin yapisindaki peptid baglarmin hidrolitik par¢alanmasini katalize eden enzimlerdir. Diinya
capmda ticari Olgekte iretilen proteazlara, diger enzimlere goére biyoteknolojik uygulamalarda daha fazla yer
verilmektedir. Bu nedenle, 1siya dayanikli arkeal proteazlarin izolasyonu ve karakterizasyonu biiyiik ilgi odagidir.
Proteaz enzimlerinin, diger enzimlere gore yillik olarak tiiketilen oranlari tablo 3’te verilmistir [20][21].
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Tablo 3 Mikrobiyal enzimlerin yillik kullanim degerleri

Enzim Pazar Pay1 (%)
Alkali Proteazlar 25

Diger Proteazlar 21

Amilaz 18

Reninler 10

Analitik Enzimler 10
Karbohidrolazlar 10

Lipaz 3

Tripsin 3

Proteazlar, katalize ettikleri reaksiyon tipine gore ekzopeptidazlar ve endopeptidazlar olmak tizere iki gruba
ayrilir. Bu tanimlamada belirleyici olan enzimlerin substratta etkili olduklar1 bélgedir. Cogunlukla serin proteaz tipinde
olan termofilik ve hipertermofilik arkelere ait gesitli proteolitik enzimler tanimlanmistir. Bu enzimler katalitik
aktivitelerini sadece yliksek sicakliklarda degil, ayn1 zamanda deterjan veya diger denatiire edici ajanlarin varliginda da
gosterirler [22][17].

Tablo 4 Termofilik ve Hipertermofilik Arkelerin Proteaz Enzimleri [17]
Organizma Tlp Toptimal pHoptimaI
A.pernix K1 Serin proteaz 90 6.5-10.5

(pernilaz)
Desulfurococcus strain Serin proteaz 95 7.5
TOklzsl
Desulfurococcus strain SY Serin proteaz 85 7.5
Py.aerophilum Serin proteaz 85-90 7.5
(aerolizin)
P.furiosus Serin proteaz 110 6.3
(prolizin)
Pyrococcus sp. KOD1 Thiol proteaz 90 7.0
St.marinus Serin proteaz 90 9.0
S.solfaraticus Karboksi peptidaz 85 6.5-8.0
S.acidocaldarius Asidik proteaz 90 2.0
T.litoralis Serin proteaz 85 9.5
T.aggregans Serin proteaz 95 7.0
T.celer Serin proteaz 95 8.5
T.stetteri Serin proteaz 85 9.5

Proteazlar endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamalarda, drnegin kozmetik ve farmasotik sektoriinde yaygin olarak
kullanilmaktadir.

2.1.3. DNA Iliskili Enzimler

Son 40 yilda molekiiler biyolojideki en 6nemli gelismelerden biri, polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR)
gelismesidir. Termostabil DNA polimerazlar ¢esitli molekiiler biyolojik uygulamalarda biiyiik rol oynarlar. Pyrococcus
(Pfu) veya Thermus (Taq) cinsi prokaryotlardan elde edilen arkeal polimerazlar molekiiler uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Hipertermofilik arke olan Thermococcus kodakaraensis KOD1'den DNA polimeraz enzimi
retilmigtir. KOD DNA polimeraz PCR’da bilinen en yiiksek uzatma ve dogruluk oranini, géstermistir [22].
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Tablo 5 KOD DNA polimeraz,Pfu DNA polimeraz ve Taq DNA polimeraz karsilagtirmasi [23]

Enzim KOD DNA Polimeraz Pfu DNA Polimeraz | Taq DNA Polimeraz
Tiir Thermococcus kodakaraensis | Pyrococcus furiosus | Thermus aquaticus YT-1
Dogruluk 0.0035 0.0039 0.013

Uzama Orant 106-138 25 61

DNA polimerazlara ek olarak, hipertermofilik arkeler diger DNA modifiye edici enzimlerin de kaynagidir. T.
acidophilum'dan elde edilen termoaktif polimeraz (Thermo Sequenase) ve termostabil pirofosfataz kombinasyonunun
kullanilmasi, daha uzun ve daha dogru dizi okumalarinin belirlenmesini saglar [23].

3. Sonuglar ve tartisma

2006’da Karl O. Stetter [5] yaymladig: arastirmada; Woese ve Zillig’in arkelerle ilgili yaptiklari calismalardan
yola ¢ikarak hipertermofilik tiirler lizerine bir arastrma yiritmiistiir. 1972°ye kadar en yiiksek biiylime sicakligina
sahip mikroorganizma Sulfolobus acidocaldarius idi. 1977°de Carl Woese yagamim domainlerine Arke’yi eklediginde
bu tiirtin arke domainine ait olan bir hipertermofilik organizma oldugu ortaya ¢ikmistir. Stetter, Kerlingarfjo™ll
dagindaki kaynar su ve ¢camur ornekleri ile ¢gubuk sekilli bir metanojen olan Methanothermus fervidus'u izole etmistir.
Bu organizma 97 °C'ye kadar bir sicaklikta biiylimiis ve 82 ° C'de en hizli (optimal) biiyiimesini sergilemistir.
Sulfolobus acidocaldarius’tan ¢ok daha yiiksek sicakliklarda hayatta kalabilmistir. Bunun yanisira Stetter ve Zillig 1981
@) °de anaerobik Thermoproteals’in ilk iiyelerini izole etmislerdir. Methanothermus'a benzer sekilde, Thermoproteales
97 C'ye kadar biiyiime sicakligi sergilemis ve 65 C veya daha diisiik sicaklikta bilyliyemistir. Bunu takiben 1981'de
Vulcano Adasi'ndaki (italya) 100 © C'nin iizerindeki sicaklikta Porto di Levante'deki sicak deniz tabaninda yer alan bir
denizalt1 solfatarik alanindan ornekler almistir. izole edilen drneklerden belirlenen mikroorganizmalar 100 © C'nin
iizerinde gelisim gostermislerdir.

Sekil 6. Porto di'deki denizalt1 hidrotermal deliklerinden numune alman Levante, Vulcano, italya [5]

Boylece Stetter, Volcano'ya adapte olmus ilkel yasam tarzlarina dayanarak, benzer hipertermofilik
organizmalarm 3,9 milyon yil dnceden beri Diinyada var olabilecegi hipotezini giindeme getirmistir. Buna dayanarak bu
heyecan verici hipertermofillerin daha fazlasini bulmak igin, son 25 yi1l boyunca diinyanin her yerindeki yiiksek sicaklik
alanlarini ziyaret etmis ve oradan yiiksek sicaklik organizmalarini izole etmistir.
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Muhtesem denizalt1 bacalar1 ile derin deniz hidrotermal bacalar1 dahil bu sitelerin birgogunu ziyaret etmistir.
Buna ek olarak, derin yeralt1 (volkanik olmayan) jeotermal olarak isitilan petrol tasiyan kumtasi ve kirectas: iginde,
Kuzey Denizi'nin tabanindan ve Alaska Kuzey yamag¢ permafrostunun yiizeyinin yaklasik 3.500 m altinda in situ
sicakliklara sahip hipertermofilik topluluklar1 kesfetmistir. Stetter laboratuvarinda bu tiirlerle birlikte 50 yeni farkl
hipertermofilik tiir izole etmis ve tanimlamistir.

Arkelerin ekstrem ortamlarda hayatta kalabilme kabiliyetlerinin varligi ¢esitli enzimlerin biyoteknoloji
alaninda kullaniminda yararlar saglamaktadir. Cogunlukla, sadece arkeal topluluklarin varligi 6nemli bir ekonomik
deger tagimaktadir. Metanojenik arkeler, temiz ve ucuz enerji kaynagi kapasitelerine sahipken, asidofilik arkeler,
mineral-siilfiir oksitleyici yeteneklerinin jeokimyasal siilfiir dongiisiinde 6nemli bir rol oynadig1 ¢esitli asit maden
drenaj sahalarinda tanimlanmistir. Her ne kadar arkelerle ilgili gesitli iriinler 6nemli ticari deger tasiyorsa da,
biyoteknolojik olarak yararli arkeal enzimler endiistriyel ilginin ana odagini temsil etmektedir [5].

2017°de Kelly Dumorné [19] ve arkadaslarinin yiriittiigii caligmada arkeal ekstremozimlerin endiistriyel
uygulamalardaki 6neminden bahsedilmektedir. Caligmada; termofilik proteinler, piezofilik proteinler, asidofilik
proteinler ve halofilik proteinlerin biyoteknolojik ve endiistriyel uygulamalar1 i¢in daha fazla dikkat cektigi
vurgulanmaktadir. Son yillarda, ozellikle ekstremofillerden gelen enzimler ve bir¢ok siiregte enzimlerin Gnemi
arastirilmistir. Cogunlugun biyoteknolojik ve endiistriyel uygulamalar igin kullanildig1 ¢ok sayida enzim tanimlanmistir
(3.000'den fazla), ancak enzim pazar1 hala endiistri taleplerine cevap vermek igin yetersizdir. Bu durumun temel nedeni,
birgogunun endiistriyel kosullara dayanmamasidir. Ayrica, enzimler ekolojik siiregleri kullanan teknolojilerde
kullanilmaktadir. Endiistriyel islem, yiiksek tekrarlanabilirlik ve diger parametrelerle pH, sicaklik ve havalandirmanin
farkli kosullarina dayanabilen biyokatalizorlere ihtiya¢ duyar. Ekstremofilik mikroorganizmalar, biyolojik olarak
bozunabilirlikleri ve asir1 kararliliklar1 nedeniyle ¢ok g¢esitli endiistriyel uygulamalara sahip ekstremozimlerin
kaynagidir.

Bunun yami sira mikrobiyal c¢esitlilik ¢alismalarinda son yillarda arkeler 6nemli bir rol oynamaktadir.
Mikrobiyal ¢esitliligin belirlenmesinde kullanilan kiiltirden bagimsiz yontemlerle pek ¢ok farkli molekiil (DNA, RNA
vb) ve /veya yaklasim se¢ilebilmektedir. Farkli habitatlarin prokaryotik ¢esitlilikleri hem mikrobiyolojik kiiltiir temelli
hem de molekiiler yontemlere bagli yaklasimlar kullanilarak belirlenebilmektedir. Kiiltlir temelli yontemlerin
kullanilabilmesi mikrobiyal canliliga bagli oldugu icin ekstrem kosullarda hayatta kalmaya adapte arke tiirlerini
laboratuvar kosullarinda canli tutmak her zaman miimkiin olmamaktadir. Pace ve arkadaslar1 ilk olarak 1986’da
SSUrRNA'lar igin tasarlanan primerleri kullanarak PCR ydntemiyle ¢evresel arastirmalara baslamislardir (Pace ve ark.,
1986). Doksanli yillardan itibaren kullanilmaya baglanan PCR-bazli ve 6rneklerden direkt 16S rDNA larin ¢ogaltildig:
molekiiler yontemler sayesinde ¢esitli habitatlardaki bakteri ve arkeleri (eger dnceden tanilar1 yapilmis ve veri tabanina
girilmigse) genus/tiir bazinda tespit etmek miimkiindiir. Ekstrem ¢evrelerdeki arkeal cesitliligin belirlenmesi i¢in
yapilmis ¢esitli ¢alismalar mevcuttur.

2010'da Malkaw1 tarafindan yiiriitiilen calismada Urdiin kaplica sularinda bakteri ve arkea cesitliligi kiiltiirden
bagimsiz olarak tespit edilmistir. Farkli kaynaklardan 5 drnekte termofilik ve hipertermofilik arke tiirlerine rastlanmistir
[24]. 2014°te Budakoglu ve ark. Acigdliin Archael mikrobiyal ¢esitliligi ¢alismasina gore; TA klonlama yontemi
kullanilarak yapilan ¢aligmada toplamda 50 koloni seg¢ilmis ve sekanslanan mikroorganizmalarin tiimiiniin Halofilik
mikroorganizmalara ait oldugu belirlenmistir [25].
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2016’da Cmar ve arkadaslar1 Dogu Anadolu bdlgesinde (Sivas, Erzincan, Bing6l) bulunan 4 farkli tuzlada
prokaryotik ¢esitlilik analizi gergeklestirmislerdir. Genellikle halofilik arkeler tespit edilirken bunun yani sira
halotolerant mikroorganizmalara da rastlanmigtir [26].

2017°de Pektas ve Temel’in gergeklestirdigi calismada Denizli’de bir siilfidik magara olan Kaklik
magarasindan alinan orneklerde mikrobiyal g¢esitlilik arastirilmistir. Calismada 16S rRNA geni igin pyrosequencing
teknigi kullanilmistir. Toplamda 3 arkeal filum ve 25 bakteriyal filum tespit edilmis ve arke sekanslari igerisinde
Thermoplasmata tiim 6rnekleme alanlarinda en bol bulunan grup olarak belirtilmistir [27].

2018’de Giiven ve arkadaslar1 Tirkiye’nin ekstrem g¢evrelerinden alinan kaynaklarda termofilik ve halofilik
mikroorganizmalarm izolasyonu ve tanimlanmasini amaglanuglardir. Incelenen termofilik bakteriler; Anoxybacillus,
Geobacillus, Bacillus, Brevibacillus ve Bacillaceae familyasina ait Aeribacillus ve Thermus ve Thermomonas gibi
termofillerdir. Halofilik mikroorganizmalarimn ise genelini arkeler olusturmustur [28].

Sonu¢ olarak bu derlemede ekstrem ¢evrelere uyum saglayan arkelerin biyogesitliligine ve bu
mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin endiistriyel uygulamalarma odaklanilmigtir. Diinyada ve tilkemizde
ozellikle termofilik/hipertermofilik arkeal ¢esitlilik ¢aligmalar sinirli sayidadir ve gelecekte bu mikroorganizmalara
odaklanilmasmda derlememiz aydinlatici bir nitelik tasimaktadir. Ek olarak ekstrem kosullarda is gorebilen, endiistride
zorlayict kosullarda mezofilik enzimlerine gore iistiinliik saglayan termofilik arkelerin enzimlerinin arastirilmasi
biyoteknolojide oncelikli bir hedef olmaya devam etmektedir.
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