KARADENIZ TEKNiK UNiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI

AMANITA VAGINATA VAR. VAGINATA VE TRICHOLOMA TERREUM
MANTARLARINDAKI ESTEROLITIK AKTiVITEDEN SORUMLU

ENZIMLERIN KARAKTERIZASYONU

YUKSEK LiSANS TEZIi

Kimyager Ummiihan CAKMAK

SUBAT 2008
TRABZON



KARADENIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI

AMANITA VAGINATA VAR. VAGINATA VE TRICHOLOMA TERREUM
MANTARLARINDAKI ESTEROLITIiK AKTIVITEDEN SORUMLU
ENZIMLERIN KARAKTERIZASYONU

Kimyager Ummiihan CAKMAK

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiince
"Yiiksek Lisans (Kimya)"
Unvam Verilmesi I¢in Kabul Edilen Tezdir.

Tezin Enstitiiye Verildigi Tarih : 14.01.2008
Tezin Savunma Tarihi : 01.02.2008

Tez Damismam : Yrd. Do¢. Dr. Nagihan SAGLAM ERTUNGA
Jiiri Uyesi : Prof. Dr. Ertugrul SESLI
Jiiri Uyesi : Do¢. Dr. Ahmet COLAK

Enstitii Miidiir V. :Dog. Dr. Salih TERZIOGLU

Trabzon 2008



ONSOZ

Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Edebiyat Fakultesi, Kimya Bolimii, Biyokimya
Anabilim Dalr' nda Y uksek Lisans tezi olarak yapilan bu ¢alismada Amanita vaginata var.
vaginata Ve Tricholoma terreum mantar numunelerinden hazirlanan 6zitlerde esterolitik
enzim aktivites ve karakterizasyonu incelenmistir.

Y Uksek Lisans tez damsmanligimi Ustlenen, calismalarim siiresince bana yon veren
ve destegini esirgemeyen sayin hocam Yrd. Dog. Dr. Nagihan SAGLAM ERTUNGA'ya
tesekkrt bir borg bilirim. Lisans ve yuksek lisansta destegini hep hissettigim sayin hocam
Doc. Dr. Ahmet COLAK’a, mantarlarin temin edilmesi ve teshisinde blyuk katkilar: olan
sayin Prof. Dr. Ertugrul SESLI’ ye cok tesekkr ederim.

Laboratuar calismalarim sirasinda bana buyitk yardimlari olan basta kogum
Ars. Gor. Ozlem FAiZ e ve diger hocal arima tesekkiir ederim.

Hayatinun bu dénemine kadar maddi manevi destekleri ile hep yammda olan aileme

sevgilerimi sunar, tesekkur ederim.

Ummiihan CAKMAK
Trabzon 2008



ICINDEKILER

Sayfa No
ON SO Z ..o e e e e e [

SUM M A R Lo e e e e e e e e e VI
SEKILLER DIZINI.....uiiniit it i, VII
TABLOLAR DIZINI. .. .oeitii e e e e e VI
SEMBOLLER DIZINI... ..ot e IX
1. GENEL BILGILER. ... . it i, 1
1.1. SR 1
1.2 Esteraz/Lipazlarin Genel OzelliKler...........oooooeiiiiiiiiiiiiii e, 1
1.3. Esteraz/Lipazlarin Siniflandirilmas..........coooooi i 2
1.3.1. Amino Asit Dizis Benzerligine GOre...........coovveiiiiii e e 2
1.3.2. Hidrolizledikleri Ester BaglarinaGore ...........ccceveeveiiiiieieiviee e, 3
1.3.3. Substrat Tercinlering GOIe ... .....voviie i e e 3
1.4. Esteraz/Lipazlarin Y apisal Ozelliklerinin Incelenmesi........................ 3
1.5. Esteraz/Lipazlarin Reaksiyon MeKanizmast..........cooov e iiiiiiiniiiniannnn. 4
1.6. Esteraz/Lipazlarin Bulundugu Organizmalar..............cooeeveeveiiinineennn 5
1.7. Mantarlarin Genel OzelliKIeri...........cc.iiviie i 6
1.8. Amanita vaginata Var. vaginata Ve Tricholoma terreum Mantarlarinin
Makroskopik OZellTKIENT. .. ...ccccviireiieeeee s
1.9. Esteraz/Lipazlarin Endistride Kullamm Alanlart....................cocevnee.
1.10. Cal1SMANIN AMACI. ...t e e e e e e e e e 10
2. YAPILAN CALISMALAR. ..o e e e e 12
21 Kullanilan Malzemeve Cihazlar ............c.cooiv oo 12

2.1.2. COzeltiler ve TamMPONIar ... ... vt 12
2.1.3. KImMyasallar. ... ..o e e 14
2.2. Deneysel Calismalar...... ..o 14
2.2.1. Enzim OzGtinin Hazirlanmast ... .........vvvieeiee e e 14



222.
2.2.3.
224.
2.25.

2251
2252
2.253.
2.254.
2.255.
2.2.5.6.
2.25.7.
2.2.5.8.

2.2.6.

3.
3.1.
3.2
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.
3.9.
3.10.
4.
S.
6.

Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi..............ccoooviiii s
T oS =0 = 0
PrOtEIN TaYiNi. ...t e e e e e e e e
Enzim AKEIVITESININ TaYINi....v e e e e e e
Enzim Aktivites Uzerine pH 1N etKiSi.........ooooeiviiieieiiiiie e,
Enzim Aktivites Uzerine Sicakhigin EtKiSi...........cccovvveienieneeinnnin,
Enzim Aktivitest Uzerine Protein Miktarinin Etkisi.......................
Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonun Etkisi..................
Enzim Aktivites Uzerine Bazi Meta Iyonlanmn Etkisi..................
pH Kararliliginn INCElenmeSi............ovviieiie e

Isil Kararliliginin Incelenmesi............oeeiiveiiiiiiieci e

Enzim Aktivitesi Uzerine Inhibitor ve Aktivatorlerin Etkisinin

Incelenmesi ve Iso Degerlerinin Bulunmast ..............c.coovvveeennn..
Substrat Ozgunl Ugtiniin BElirlenmesi .........cccccvvvvviveiiiiiiiiiieinnn,
Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)..........c.ccovviiiinnnnns
Enzim Aktivitesi Uzerine pH INEtKiSi ...,
Enzim Aktivites Uzerine Sicakhigin EtKiSi............oooviiiiiiiiien e,
Enzim Aktivites Uzerine Protein Miktarinin Etkisi.......................
Enzim Aktivites Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi...............
Enzim Aktivites Uzerine Metal Iyonu EtKiSi................coeeeeeinneee.
PH Kararliligr. .. ..o e
Isil KararliliK. ..o
Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Kimyasallann EtkiSi......................
SONUCLARVE TARTISMA ...

OZGECMIS

15
16
16
17
17
18
18
18
18
19
19
19
20

21
21
21
22
23
24
25
27
28
29
30
31
35
36



OZET

Bu calismada, Trabzon'un Magka ilcesi, Liser yaylasindan toplanan Amanita
vaginata var. vaginata Ve Tricholoma terreum mantar tirlerine ait numunelerde esterolitik
aktivite gosteren enzimler karakterize edildi. Ozitlerdeki esterolitik aktiviteden sorumlu
enzimlerin varligint ortaya koymak igin dogal protein elektroforezi yapildi, her bir numune
icin aktivite boyamasindan sonra ikiser bant ortaya cikti ve R; degerleri hesaplandi.
Oziitlerin p-nitrofenil bitirat (p)NPB) substrat: varliginda en yiksek aktivite gosterdigi
tespit edildi. Her iki mantar numunesi igin optimum pH degerinin 8,0, optimum sicakligin
ise 3040 °C araiginda oldugu belirlendi. Lineweaver—Burk egrisinden elde edilen Vs
ve Km degerleri A. vaginata var. vaginata igin Srasyla 14,20 U/L ve 0,071 mM,;
T. terreum icgin ise 34,6 U/L ve 9,6 uM olarak bulundu. Her iki mantar numunesinden
hazirlanan Ozlitlerde esterolitik aktivite gosteren enzimlerin pH kararhliklarimn 3,0-10,0
arasinda sabit oldugu gozlendi. A. vaginata var. vaginata numunes i¢in yapilan isil
kararlilik denemesinde en yiksek aktivite degerlerine 30 °C’'de ulasildi. Aktivite genel
anlamda 1040 °C araliginda oldukca yuksek olup, zaman ilerledikce fazla bir azalma
gostermedi. 60-70 °C araliginda ise aktivitenin kayboldugu gozlendi. T. terreum numunesi
icin ise 1040 °C araiginda enzim aktivitesinin korundugu tespit edildi. 80 °C'de ise
aktivitenin kayboldugu gozlendi. Esterolitik aktivite Uzerinde metal iyonlarin etkisini
incelemek icin bazi meta iyonlarnin klordr tuzlari kullanildi. Ayrica NaNs;, EDTA,
PMSF, DTT gibi kimyasallarin her bir mantar numunesindeki enzim aktivites lzerine
etkileri incelendi ve 5o degerleri belirlendi. BUtun bu veriler, her iki mantar numunesinde
de esterolitik aktivitenin varligim gostermektedir. Ayrica iki mantar icin kisa karbon
zincirli bir substrat olan pNPB mevcudiyetinde aktivitenin maksimum olmast ve uzun
karbonlu substratlar varliginda aktivitenin oldukca azalmasi veya tamamen kaybolmasi

karakterize edilen enzimlerin gergek esteraz simifi enzimler olabilecegi sonucunu ortaya
koymaktadhr.

Anahtar Kelimeler: Lipaz, Esteraz, Amanita vaginata var. vaginata, Tricholoma terreum,
Mantar



SUMMARY

Characterization of the Enzymes Having Esterolytic Activity from Amanita
vaginata var. vaginata and Tricholoma terreum Mushrooms

In this study, characterization of enzymes having esterolytic activity from the
mushroom samples of Amanita vaginata var. vaginata and Tricholoma terreum harvested
from the Liser High Plateau in Macka (Trabzon) were investigated. To prove the existence
of enzymes which are responsible for the esterolytic activities in the extracts, the native
protein electrophoresis were applied, two protein bands appeared after the activity staining
for each samples and Ry values were calculated. It's confirmed that extracts showed the
greatest activity in the presence of p-nitrophenyl butyrate (pNPB) as a substrat. The pH
and temperature optimums of them were found to be 8,0 and 3040 °C, respectively. Vmax
and Km values were calculated from the Lineweaver-Burk curves. For 4. vaginata var.
vaginata, Vmax @nd Km values were found as 14,20 U/L and 0,071 mM, respectively. For
T. terreum, Vmax and Km values were found as 34,6 U/L and 9,6 uM, respectively. The pH
stability was seen the stationary line between 3,0 to 10,0 for the enzymes having esterolytic
activity from the extracts preparing from both mushroom samples. When the temperature
stability graphics were investi gated, the highest activity was reached at 30 °C for
A. vaginata var. vaginata sample. The enzyme activity was generally considerably high
between 10 to 40 °C and its activity didn’t show the great decrease depending on the
increasing time. It was seen that its activity lost at 60-70 °C. The enzyme protected its
activity from 10 to 40 °C for T.terreum sample. It was seen that the enzyme lost its activity
at 80 °C. Chloride salts of some metal ions were used for the investigation of effects of
metal ions on the esterolytic activity. Additionally, the effects of various chemicals like
EDTA, NaN3, DTT, and PMSF on the enzyme activities of both mushroom samples were
tested and 75, values were found. These results showed that the existence of esterolytic
activity for both mushroom samples. Additionally, being the activities are maximum in the
presence of pNPB, a substrate having the short carbon chain and considerably decrease in
the activities in the presence of the long carbon chain substrates for these mushrooms can
be displayed that the enzymes characterized can be belonged to the class of true esterase.

Key Words: Lipase, Esterase, Amanita vaginata var. vaginata, Tricholoma terreum,
Mushroom

VI



Sayfa No

Sekil 1. Lipaz/esterazlarin katalizledigi genel reakSiyon ..........cccoveeveevenienecieneeseens 2
Sekil 2.  Esteraz/lipazin Ug-boyutlu yapisinin sematik gosterimi ........ccceeveveeieieerieennnns 4
Sekil 3. Bir lipaz reaksiyonunun basitlestirilmis katalik mekanizmasi............cccocevuennene 5
Sekil 4.  Amanita vaginata var. vaginata 'mn friktifikasyon organi..........ccccceeeeeveenennnnns 8
Sekil 5. Tricholoma terreum ' un friktifikasyon organiar ..........cceeveeveneneniencesennns 9
Sekil 6.  A. vaginata var. vaginata ve T. terreum enzim 6zUtlerinin dogal poliakrilamid

jel dektroforezi Profilleri ............c.ocooviiieeeeee e, 22
Sekil 7. A. vaginata var. vaginata igin enzim aktivites Gzerine pH'in etkisi .................. 22
Sekil 8. T terreum icin enzim aktivites Gzerine pH’ 1N €tKiSi ........cecveverierecie e 23
Sekil 9. A. vaginata var. vaginata igin enzim aktivites Uzerine sicakligin etkisi............. 23
Sekil 10. T. terreum igin enzim aktivites Uzerine sicakligin etkisi .........cccceeeveiivencnnens 24
Sekil 11. A. vaginata var. vaginata igin enzim aktivites Uzerine protein miktarinmn

< LS SR 24
Sekil 12. T. terreum icin enzim aktivites Uzerine protein miktarimin ekisi............co..c..... 25
Sekil 13. A. vaginata var. vaginata igin esteraz/lipaz aktivitesinin Lineweaver-Burk

LS {1 USSP 26
Sekil 14. T. terreum esteraz/lipaz aktivitesinin Lineweaver-Burk egrisi........................... 26
Sekil 15. A. vaginata var. vaginata i¢in pH Karalilik €grisi .........ccooveeviniiieiinieneeiens 28
Sekil 16. T. terreum igin pH Karalilik @311Si......covoviiiiieieecee e 28
Sekil 17. A. vaginata var. vaginata i¢in1Sil Kararlilik @8risi........ccooevinineniniiieens 29
Sekil 18. T. terreum iGin1Sil Kararl ik @3riSl ......cooviriiiii e 30

SEKILLER DiZINi

VII



Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.

Tablo 7.
Tablo 8.

TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No
Kullanilan CINGZIAr ..o 12
Kullanilan ¢ozeltiler veicerikleri / hazirlanst ........cccoeeeeeececeieece e 13
Dogdl jel elektroforezininde kullanilan ¢ozeltiler ve hacimleri............ccceeee. 15
A. vaginata var. vaginata i¢in substrat 6zgunlUgU. ........ccocoveveecesieereeie e 21
Tricholoma terreum iGN SUDStrat GZQUNIUZU ........ccevvvrviriiiirieeeeeee e 21
A. vaginata var. vaginata esterazl/lipaz aktivites tzerine metal iyonlarinin
< 1S OSSPSR 27
T. terreum esteraz/lipaz aktivites Uzerine metal iyonlarimn etkis .................... 27
A. vaginata var. vaginata Ve T. terreum 1¢in Iso degerlerleri .......oooovvvvvvveinnnnn, 30

VIl



SEMBOLLER DIiZiNi

APS : Amonyum perstilfat

Asp . Asparagin

BSA : Sigir serum abimini

dak. . Dakika

dd H,0O . Cift destilesu

DTT . Ditiyotreitol

EDTA-Na . Etilendiamin tetraasetik asit sodyum tuzu
Glu . Glutamat

His . Histidin

Kn . Michedis-Menten sabiti

kDa . Kilodaton

mM . Milimolar

NaAc . Sodyum asetat

NaN; . Sodyum azit

nm : Nanometre

Phe . Fenilalanin

PMSF . Fenilmetilstlfonil florar

pNPA . p-nitrofenilasetat

pNPB . p-nitrofenilbutirat

pNPL . p-nitrofenillaurat

pNPP . p-nitrofenilpalmitat

PAGE :  Poliakrilamid jel elektroforezi
Ser . Serin

[S] . Substrat konsantrasyonu

DS : Sodyum dodesil stilfat

Tris . Tris(hidroksimetil)aminometan
TEMED N, N, N, N-Tetrametiletilendiamin
U/L . Unite/Litre

Vinaks : Maksmum hiz

UM : Mikromolar



1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Biyoteknolojide son yillarda saglanan dnemli gelismeler biyolojik sistemler hakkinda
aydinlatilmay1 bekleyen konulara 151k tutmakta, ayrica elde edilen bilimsel veri ve
sonuclarin degerlendirilerek, sagliktan gidaya kadar bircok alanda pratikte kullammi
saglanmaktadir. Kaydedilen bu gelisme ve ilerlemelere paralel olarak canli sistemlerde
bulunan biyomolekullerin (proteinler, enzimler, hormonlar vs.) insanligin yararina farkl:
alanlarda kullarimi glinden giine artmaktadir (Saglam Ertunga, 2006).

Enzimler, hiicrelerde gerceklesen biyokimyasal reaksiyonlar katalizleyen protein
yapisindaki molekdllerdir. Hicrelerde ¢ok 6nemli metabolik gorevieri olan enzimler,
¢esitli amaglar icin kullanilmak Uzere gunlik ve ekonomik hayata girmistir (Wiseman,
1987). GUnumuzde, gida, temizlik, deri, kozmetik, tekstil, ilagc sektorleri gibi birgok
endustriyel alanda ticari olarak enzimler kullamimaktadir. Endistriyel alanda enzim
kullammumn bazi avantgjlari vardir. Bunlar; reaksiyon 6zgunlUkleri, i1limli reaksiyon
sartlarinda calisabilmeleri ve yan Urin olusturmadiklar: igin daha az kirlilige neden
olmalarn seklinde ifade edilebilir (Benjamin ve Ashok, 2000).

Lipazlar (EC 3.1.1.3, triacilgliserol hidrolazlar) ve esterazlar (EC 3.1.1.1, karboksil
esterazlar) hidrolaz sinift enzimlerdir. Bu enzimler, agil gliserollerin karboksil esterlerinin
ve bazi suda coziinebilen esterlerin hidrolizini ya da olusumunu katalizlerler. Simdiye
kadar lipaz ve esterazlar hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalan kapsayan farkli
kaynaklarda calisilmis ve saflastirilmistir (Hemilavd., 1994).

1.2. Esteraz/Lipazlarm Genel Ozellikleri

Esterazlar, organik ¢oziict ortaminda ester baglarinin olusumunu ve sulu ortamda ise
bu baglarin hidrolizini katalizlerler. Lipazlar ise organik ¢ozlcu-su ara ylUzeyinde, suda
¢ozinmeyen uzun karbonlu yag asitlerini iceren triacilgliserollerin ester baglarinmin
hidrolizini katalizleyen enzimlerdir (Sekil 1). Bu 0Ozellik lipazlar1 esterazlardan ayirir.
Lipazlardaki bu organik ¢oziiciisu ara yuzeyindeki aktivite ara ylzey aktivasyonu olarak



bilinmektedir. Bazi durumlarda ise lipazlar suda cozinen esterlere karsi da aktivite
gosterebilir (Desnuelle, 1972; Schmid, 1998).

(|3H2COOR1 CH,-OH
|
R,COOCH + H,O *— C|:H-OH + 3 R;,COOH
|
CH,COOR1 CH»>-OH

Trigliserit Gliserol Y ag asidi

Sekil 1. Esteraz/lipazlarin katalizledigi genel reaksiyon

Lipazlar, organik ¢Ozuci-su ara ylzey aktivitesine sahip ve maksimum aktiviteye
ulasmak icin minumum substrat konsantrasyonuna ihtiya¢c duyarken, esterazlar klasik
MichaelisMenten kinetigine uyarlar. Yapisal calismalar, lipazlarin aktif bolgelerinin
hidrofobik bazi amino asitler tarafindan cevrildigini ve bu ytzden de aktif bolgenin
yalnizca minumum substrat konsantrasyonu ile etkilesebilecegini ortaya koymustur (Fojan
vd., 2000).

1.3. Esteraz/Lipazlarin Siniflandirilmasi

Esteraz ve lipazlar amino asit sralarina, katalizledikleri ester baglarnmn turtne ve

substrat tercihlerine gore farkh sniflaraayrlirlar.

1.3.1. Amino Asit Dizisi Benzerligine Gore

Amino asit dizis benzerligine gore karboksil ester hidrolazlar 3 gruba ayrilmistir
(Hemila vd., 1994). Bunlar; grup C, L ve H'dir. Grup C kolinesteraz ve mantar kdkenli
lipazlar: icerir. Grup L ise lipoprotein lipazlar ve bakteriyel lipazlar icerir. Son grup ise
Vaughen ve arkadaslari tarafindan kesfedilen daha sonradan hormana duyarl: lipazlar
olarak (HSL) adlandinlan Grup H'dir ve HSL ile benzer amino asit sirasina sahip
proteinleri icerir (Vaughan vd., 1964; Manco vd., 1997).



1.3.2. Hidrolizledikleri Ester Baglarina Gore

Hidrolizledikleri ester baglarina baglh olarak esterazlar birgok alt sinifa ayrilirlar.
Karboksil ester hidrolazlar (EC 3.1.1.x), tiyoesterazlar (EC 3.1.2.x), fosforik monoester
hidrolazlar (EC 3.1.3.x), fosfodiester hidrolazlar (EC 3.1.6.x), difosforik monoesterazlar
(EC 3.1.7.x) ve fosforik triester hidrolazlar (EC 3.1.8.x) esterazlanin at siniflarim
olustururlar. Bu enzimler hayvan, insan ve mikroorganizmalarda bulunmaktadir (Schmid
ve Verger, 1998). Karboksil ester hidrolazlarin (EC 3.1.1.x) iki 6nemli sinifi vardur.
Bunlar; lipazlar (EC 3.1.1.3, triagilgliserol hidrolazlar) ve gercek esterazlardir (EC 3.1.1.1,
karboksi| esterazlar) (Eggert vd., 2002).

1.3.3. Substrat Tercihlerine Gore

Esteraz enzimlerinin asetil esterazlar, aril esterazlar, karboksil esterazlar ve kolin
esterazlar olmak Uzere dort simfi vardir. Bunlardan asetil esteraz enzimleri hichir
inhibitorle etkilesmezler ve genellikle aifatik substratlan tercih ederler. Aril esterazlar
yalnizca sulfidril ayraglarinca inhibe edilir ve genellikle aromatik substratlari tercih
ederler. Karboksil esterazlar yalniz organofosfatlarca inhibe edilirler. Genellikle asetik
asitten daha uzun alifatik esterleri tercih ederler. Kolin esterazlar, organofosfatlarca ve
serin stllfatlarca inhibe edilirler ve diger alifatik ve aromatik esterler disinda kolin esterleri
tercih ederler (Cakir ve Yamanel, 2005).

1.4. Esteraz/Lipazlarm Yapisal Ozelliklerinin Incelenmesi

Esteraz ve lipazlarin molekdl agirliklart 19-60 kDa arasinda degisiklik gosterebilir
(Bano vd., 2003). 3 boyutlu yapilar1 o—sarmal ve B-katlanmis yapilardan olusmus olup, bu
enzimler karakteristik o/p hidrolaz ailesinin birer Gyesidirler (Ollis vd., 1992). Bu grupta
yer dan tim enzimler 8 farkli B-zinciri iceren merkezi B-zincir yapisiyla bu yapilarla
baglantil1 5-8 a—sarmal yap: bulunduran o/p/o. sandvi¢ modeli olustururlar. o/f—hidrolaz
enzim ailesi ilk defa Ollis (1992) tarafindan ortaya konulmustur.

Katalitik mekanizma bitin enzimlerde korunmus olan Ser-His-Asp(Glu) katalitik

UclUsti tarafindan gerceklestirilir. Aktif bolgedeki serin amino asidi tim enzimlerde



korunmus olan Gly-X-Ser-X-Gly yapisinda yer almaktadir (Ollis vd., 1992). Sekil 2 bir
esteraz/lipazin g boyutlu yapisimt gostermektedir.

Sekil 2. Esteraz/lipazin Ug¢-boyutlu yapisinin sematik gosterimi. Resim farklh acilardan
verilmistir (Ben-Shem vd., 2007).

1.5. Esteraz/Lipazlarin Reaksiyon Mekanizmasi

Lipazlar oldukca kompleks katalitik mekanizmalara sahiptirler ve sulu homojen
cozeltilerde iki konformasyonel durum arasinda dengededirler (Van Tilbeurgh vd., 1992;
Van Tilbeurgh vd., 1993; Derewenda vd., 1992; Derewenda vd., 1994); birincisi, aktif
bolgedeki katalitik Gglunin hidrofobik bir kapak tarafindan kapatildigi kapali (aktif
olmayan) form, ikincis ise kapagin agildigi acik (aktif olan) form. Béelirli
konsantrasyonlardaki substrat ve organik c¢ozicl varliginda, organik ¢6zlci-su ara
yuzeyindeki organik ¢Ozucu ile enzimin hidrofobik kapak kisminin etkilesmesi sonucu
enzim yapisindaki konformasyonel degisikliklerle birlikte kapak acilir ve substrat aktif
bolge ile etkilesebilir (Bornscheuer, 2002).

Hidrolaz snifina ait olan gercek esterazlar (karboksil esterazlar, EC 3.1.1.1.) suda
¢Ozlinen substratlarin ester baglarimn olusumunu ya da hidrolizini katalizlerler. Cogu
esterazin hidrolitik mekanizmalar, lipazlarin hidrolitik mekanizmalarinabenzerdir. Her iki
enzim de serin hidrolaz olarak degerlendirilebilir (Ollisvd., 1992).

Lipazlar biyolojik sistemler igin 6énemli bir enzim sinifidir. Son zamanlarda hem
esterazlar hem de lipazlar distk su icerikli ortamlarda basar: ile kullarilmaktadirlar.
Boylece bu enzimler, esterifikasyon ve trans-esterifikasyon gibi reaksiyonlari da
katalizlerler (Balcao vd., 1996; Villeneuve vd., 2000).



Lipazlar da serin proteazlar gibi aktif bolgelerindeki katditik Gl grup ile
tammlanur. Bir histidin ve aspartat birimince aktiflestirilen bir serin birimi icerir. Enzimile
etkilesen ester katalitik serin biriminin hidroksil yan zinciri ile bir tetrahedral agil enzim
kompleks olusturur. Bu acillenme durumunda bir alkol ayrilmas gerceklesir. Bir sonraki
basamak acil grubunun uzaklastiriimasn icerir ve bu basamakta genellikle su molekili
olan ikinci substratin agillenmis enzime nikleofilik saldirisi sonucu bir karboksilik aside
ve serbest enzime ulasir (Sekil 3) (Guner, 2007).

His257 Serldd

Asp203

Sekil 3. Bir lipaz reaksiyonunun basitlestirilmis katalik mekanizmasi

1.6. Esteraz/Lipazlarmn Bulundugu Organizmalar

Bu enzimler insan ve hayvanlarda sindirim sisteminde ve dokularda, bitkilerde
tohum ve meyvelerde, ayrica bakteri, maya ve mantar gibi mikroorganizmalarda bulunurlar
(Balcao vd., 1996; Villeneuve vd., 2000).

Son zamanlarda mikrobiyal lipolitik enzimler olduk¢a 6nemli hale gelmislerdir ve
pahali memeli enzimleri iciniyi birer alternatif olmuslardir (Long vd., 1988; Winkler vd.,
1990). Bircok mezofilik organizmadan esterazlar ve lipazlar saflastirilip karakterize
edilmistir. Bunlardan bazilari; Psedomonas cepacia (Shum ve Markovetz, 1974; Sugihara
vd.,, 1992), Psedomonos fluorescens (Nakagawa vd., 1984; Suguira vd., 1997),



Psedomonos aeruginosa (Stuer vd., 1986), Arthrobacter globiformis (Nishizawa vd.,
1993), Candida cylindracea (Rua vd., 1993), Butyrivibrio fibrisolvens (Hespell ve
O'Bryan-Shah, 1988), Brevibacterium linens (Lambrechts ve Galzy, 1995), Acinetobacter
calcoaceticus (Sherwani ve Fixter, 1989), Bacillus subtilis (Meghji vd., 1990; Lesuisse vd.,
1993) ve Aspergillus niger’ dir (Fukumoto vd., 1963; Okumuravd., 1983).

Ticari olarak kullanilan birgok esteraz ve lipaz aslinda mikrobiya orijinlidir. Bu
enzimleri Ureten mikroorganizmalar endustriyel atiklar, sit drlnleri, petrol veya yag ile
kirletilmis topraklarda ve sicak su kaplicalar gibi farkli ortamlarda bulunabilmektedirler
(Sharma vd., 2001). Son zamanlarda, esterlerin genis orandaki sentezleri ve
esterifikasyondaki ¢ok yonlu biyokataliz gibi Ozellikleri nedeniyle bir mantar tird olan
Candida rugosa 'dan lipaz Gretimi buyUk 6nem kazanmistir (Jaeger ve Reetz, 1998).

1.7. Mantarlarin Genel Ozellikleri

Eski zamanlardan beri mantarlar glinlik beslenmenin yam sra, glizel aromalar ve
tatlan sebebiyle de insanlar tarafindan tiketilmektedir. Mantarlarin tedavi edici amacla
kullammu ginden gine artmaktadir. Doga Urinler arasinda yer alan mantarlar klinik
calismalarda da skc¢a kullamlmaktadir. Clinkl mantarlar bolca bulunabilirler ve pahal
degildirler (Bourquelot ve Bertrand, 1895).

Ilk taksonomik gruplandirma eseysel sporlarina gore yapilmistir. Bu gine kadar
mantarlar gamet, gametangina, sporokarp ve sporlarin ¢zelliklerine, hayat donguilerindeki
sitolojik ve morfolojik 6zelliklerine gore smiflandirilmistir (URL-1, 2007).

Mantarlar, ¢cok hicreli ve tek hicreli olabilen okaryotik bir canli aemidir. Mantar
ismi sapkali mantarlarin timine halk arasinda verilen genel bir isimdir. Halk arasinda kuf,
pas, rastik, maya, sapkali mantar gibi c¢esitli ismlerle amlan bitin mantarlar, mantarlar
alemi icersinde incelenirler. Dunyamn her yerinde bulunurlar. Fazla nemli yerlerde daha
cok gorulmektedirler. Y erylzunde 1,5 milyon kadar mantar tirt oldugu disUntlmektedir.
Gunumuizde sadece 69.000 kadar turt bilinmektedir (URL-1, 2007).

Makro mantarlar klorofil icermeyen, tGreme organlar ve esas binyeleri iplik gibi,
"hif" denilen kiiciik borucuklardan ibaret canlilardir. Y asama modelleri ve belirgin sekilleri
ile bagimsiz bir canli alemidirler. Bu canlilar hem eseyli hem de eseysiz olarak, sporlar

olusturarak Urerler. Klorofil icermediklerinden bagimsiz olarak seker, yag ve nisasta gibi



organik maddeler olusturamazlar ve bu nedenle diger canlilara ihtiyag duyarlar (URL-2,
2007).

Makromantarlar; cayirlarda, yol kenarlarinda, ormanlarda, agag atlarinda yetisirler.
Cok degisik renk ve sekillere sahiptirler. Yenilebilir mantarlar, buyik 6lclide su icermekte
ve aromas nedeniyle bazi insanlar tarafindan ilgi gormektedir. Protein ve mineral tuzlar
acisandan oldukca zengin yapidadirlar. Kalsiyum, potasyum, fosfor ve demir icerirler.
Mantarlar C vitamini agsindan ¢ok fakirdirler. Bunakarsilik, B grubu vitaminleri, K ve D2
vitaminleri agisindan zengin mantar turleri vardir (URL-2, 2007).

Mantar proteinlerinin sindirilme ylzdeleri % 72-83 arasindadir. Meyve ve sebzelerle
kiyaslandiginda, iyi bir lisin, arginin, higtidin ve treonin kaynagidirlar. insan beslenmesi
icin gerekli tum aminoasitleri icermektedirler, buna ragmen triptofan seviyeleri kismen
dusuktur. Ayrica mantarlar sodyum, klor, bakir, demir, potasyum, brom, mangan, ¢inko,
fosfor, kalsiyum, riboflavin, nikotinik asit ve folik asit gibi minera ve vitaminler agisindan
dazengindirler (Boztok, 1990; Kolcuoglu, 2005).

Mantarlar mukemmel bir folik asit kaynagidirlar. Folik asit yetersizliginden ileri
gelen aneminin tedavisinde mantar iceren diyet etkili olmaktadir. Mantarlarda yapilan
arastirmalar sonucunda mantarlanin kandaki seker seviyesini ve kolesteroll disUrdigu
gorilmektedir (Boztok, 1990).

1.8. Amanita vaginata var. vaginata ve Tricholoma terreum Mantarlarmin
Makroskopik Ozellikleri

Amanita vaginata (Bull.) Lam. Var. vaginata, her tlrlU toprakta, yapragim doken
agac ormanlarinda ve cok nadiren de igne yaprakli aga¢c ormanlarda yasayan bir
makromantar taraddr (Sekil 4). Y azdan sonbahar sonuna kadar yetisen ve yaygin olmayan
bir tirdur. Gengken silindirimsidir, daha sonra konveksten diizlemsel hale donusur. Y Uzeyi
diiz, donuk ve yer yer cizgilidir. Rengi kursunimsi gri tonlarindadir, cok nadiren de donuk
kahverengi tonlanndadir. Kenarlar: yayvan ve cizgilidir. Mantarin merkezinden uca dogru
incelen etli kismi beyaz, kokusuz, tadh hafif ve lezzetlidir. Lamel beyaz ve genistir. Sap
kismi 90-120 x 6-10 mm ebadinda, tabana dogru genisleyen silindirik bir yapidadir. Sap,
gencken dolu ve sert, yasli iken ici bos ve kinlgandir. Taban kismi ise beyazimsi
kahverengi tonlarindadir (Breitenbach ve Kranzlin, 1984-2000). Yenilebilir bir mantar
tOradar (Phillips, 1981).



Sekil 4. Amanita vaginata var. vaginata’ nin friktifikasyon
organt

Tricholoma terreum, Picea sp. ve Pinus sp. atindaki igne yaprakli agag
ormanlarinda, Kkirecli topraklarda, ender olaak da yaprak doken agac ormanlarinda
yetismektedir (Sekil 5). Ayrica orman kenari boyunca ve ormanin icindeki cayirlarda da
yetisebilmektedir. Y az sonundan sonbahara kadar yetisen, yaygin fakat sadece yerel olarak
bol bulunan bir makromantar turtdir. Mantarin semsiye seklinde sapkas: vardir. Gengken
can biciminde olan sapka daha sonra genisleyerek dalgali ve disbikey bir yapi kazanr.
Merkezi timsek seklindedir. Y tzeyi donuk renkte ve lifli bir yapiya sahiptir. Rengi, koyu
gri ile kahverengimsi gri tonlar1 arasindadir ve bazen de siyahtir. Sapkanin kenar1 hareketli
ve daima ice kavidlidir, gencken ise biraz tirtillidir. Et kismi beyaz, sert, zayif, hemen
hemen kokusuz ve tadh hafiftir. Lamel kismi genis, tirtill ve gri-beyaz renklidir. Sap kismi
40-70x 10-17 mm'dir, oldukca kain silindirik, beyazdan gri-beyaza, diizgin, ince lifli,
kolay kirilan bir yapiya sahiptir (Breitenbach ve Kranzlin, 1984-2000). Yenilebilir bir
mantar taraddr (Phillips, 1981).



Sekil 5. Tricholoma terreum ’un friktifikasyon organlar

1.9. Esteraz/Lipazlarin Endiistride Kullanim Alanlan

Guinimuzde bilinen 4000 enzimden yaklasik yarisi ticari olarak kullaniimaktadir.
1960’ a kadar yillik enzim satis1 yalnizca birkag milyon dolarla sinirl iken, ginimizde
enzim pazari1 hizla bllyimus ve pazar hacmi yizlerce milyon dolara ulasmustir (Godfrey ve
West, 1996; Wilke, 1999). DiUnyadaki toplam endustriyel enzimlerin yaklasik % 601
Avrupa tarafindan Uretilmektedir. Bitin bu endistriyel enzimlerin % 75’1 (lipidleri de
hidrolizleyen) hidrolitik enzimlerdir. Proteaz enzimi en fazla Uretilen endistriyel enzim
olup, satislarin yaklasik % 40’ inakarsilik gelmektedir. (Sharmavd., 2001).

Lipaz ve esterazin her ikisi de substrat spesifitesi, bolge spesifitesi ve kiral secicilik
gibi karakteristik benzerlikler icermektedir (Jaeger vd., 1994; Schmid ve Verger, 1998).
Lipolitik enzim aktivites sit endistrisinde onemlidir. Yuksek lipoliz, ¢esitli peynirlerin
Uretiminde zorunlu olmaktadir. Peynir yapiminda kullamlan renninin  kitlesinde,
proteolitik enzimler gibi lipazlarda mevcuttur. Lipazlar tereyagina aroma kazandirmada,
cikolota endiustrisinde, kremalarda ve karamellerde kullammm alanina sahiptir. Margarinler,
firn drdnleri ve bitkisel drdnler gibi drdnlerde, lipazlarla modifiye edilmis tereyag:

Urdnleri aroma gelistirici olarak kullamlmaktadir (Hiol vd., 2000).



10

Lipazlar bakteri, maya ve kifleri iceren mikrobiyal flora tarafindan bol miktarda
uretilmektedir. Lipazlar biyo-medikal uygulamalarda, gida endistrisinde, biyosensorler ve
pestisitlerin yapiminda, deterjan ve deri sanayisinde, cevre yOnetiminde, kozmetik ve
parfim sanayisinde uygulama aanlarn bulunmaktadir. EndiUstriyel olarak en yaygin
kullamlan lipaz Ureten migroorganizmaar; Pseudomonas Sp, Candida Sp., Rhizopus
sp.’dir. Kiyafetlerimizi kirleten maddelerin basinda proteinler, yaglar ve nisasta gelir. Bu
lekeleri yiksek sicaklikta kimyasal deterjanlar yoluyla gidermek mimkinse de, enzimlerin
kullanilmasiyla dustk sicaklikta ve daha az mekanik enerji ile de Iekeler giderilebilir.
Ayrica enzimler cimen, kan, sit ve ter lekelerini gkartmakta biyolojik olmayan
deterjanlara gore cok daha etkilidirler. Deterjanlarda kullamlan enzimlerden proteazlar
yumurta, kan gibi lekelerdeki proteinleri parcalar, lipazlar yag lekelerini, amilazlar ise
nisasta bazli lekeleri cikarmakta etkilidir (Hiol vd., 2000). Lipaz enzimi dericilikte
kullamlan enzimlerden biridir. Bu enzim, yalmzca derinin ytzeyindeki degil, icindeki
yaglan da temizleyerek, deriyi tabaklama ve boyama gibi islemler icin daha uygun hale
getirir.

1.10. Calismanin Amaci

Enzim teknolojisinin ginimizde giderek gelismesi, Urdnlerin kullamm alanlarinin
cesitliligi ve ekonomik degerlerinin ¢cok yiksek olmasi nedeniyle, biyoteknolojinin
endustriyel enzimlerle ilgili alamnda yapilan cesitli arastirmalar daha da ©Onem
kazanmaktadir.

Endustriyel enzimler ¢ok cesitli proseslerde uygulanabilmelerinden dolay1 Ozellikle
mikrobiyal kokenli olanlar icin gelen talep slrekli artmaktadir. Enzim Kkatalizli
reaksiyonlar, aternatifleri olan yorucu ve pahali kimyasal reaksiyonlardan daha caziptir.
Enzimler, gida, st drdnleri, ilag sanayisi, deterjan, tekstil ve kozmetik endustrileri gibi
birgok alanda kullarImaktadir.

Lipaz Uretimine olan ilginin birgok sebebi vardir. Birincisi, sadece hidroliz olayinda
degil, aym zamanda esterifikasyon (Schmitt-Rozieres vd., 1999) ve transesterifikasyon
(Osorio vd., 2001) olaylarin da katalizleyebilmeleri; ikincisi, aktivitelerini ve yapilarin
organik c¢ozlcllerde muhafaza edebilmeleri (Khmelnitsky, 1999); Uclncisi, kimyasal
katalizlerle kiyaslandiginda daha fazla substrat spesifikligine, regio- ve enantio-
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seciciligine sahip olmaar: ve ayrica ¢cok daha dustk sicakhk ve basing degerlerinde
calisabilmeleri olarak siralanabilir.

Mantarlara olan ilgi giin gegtikce artmaktadir. Geleneksel ilag olarak, yan etkilerinin
az olmas nedeniyle ¢esitli hastaliklari 6nlemek ve iyilestirmek icin gerekli bilesiklerin
kaynagi olarak kullanilmaktadirlar. Dogal UrUnler arasinda mantar, kolayca ve bol
miktarda elde edilmesi ve ayrica ucuz olmalar: sebebiyle klinik ¢alismalarda en potansiyel
aday olarak gordlmektedir. Mantar orijinli antibiyotikler gunimuizde bakteriyel
enfeksiyonlar: onlemek icin kullamlmaktadirlar. Arastirmalar fungal karbohidratlar yoluyla
mantarin antikanser dogasi, Ozellikle akciger kanserine etkisi Uzerinde yogunlasmustir.
Mantarlart gesitli kabilelerin cok eskiden beri tedavi edici olarak kullanmalari, tibbi
potansiyellerinin 6nemini ortaya koymus ve arsstirmacilarin gorislerini modern tibbi

potansiyelleri Gizerinde yogunlasmal arina sebep olmustur (Blackwell, 1988; Sedli, 1994).

Bu calismanin amaci, Trabzon'un Magka ilcesi, Liser yaylasindan toplanan
A. vaginata var. vaginata ve T. terreum mantar turlerine ait numunelerde, esterolitik
aktivite gosteren enzimlerin karakterizasyonudur. Enzimlerin karekterizasyon galismalar
dogrultusunda, optimum pH, optimum sicaklik, substrat 6zgunltgu, 1sil ve pH kararlilig,
metal iyonlarin ve cesitli kimyasal maddelerin etkisi, /so degerleri, substrat ve protein
konsantrasyonun aktivite Uzerine etkisi incelenerek bazi kinetik sonuclara ulasilmastir.
Boylece A. vaginata var. vaginata ve T. terreum mantar numunelerinin esterolitik aktivite
gosteren enzim kaynagi olarak endustriyel ya da diger uygulamaar igin kullamlip
kullanilmayacag tespit edilebilecektir.

Gergeklestirilen bu caisma, yoéremizde vyetisen bu mantarlarin  biyolojik

potansiyellerinin incelenmesine de olanak sagladigindan 6nem arz etmektedir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1.Kullamilan Malzeme ve Cihazlar

2.1.1. Cihazlar

Kullanilan cihazlar, modelleri ve firmaisimleri Tablo 1’ de verilmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Model Firma
Otomatik Pipet Acura 825 Socorex
(1-10pL /100-1000pL /1000-5000pL)
Isitic /Magnetik Karistirict HS31 Chiltren
Vorteks Karistinc RX Velp
pH Metre 720 WTW inolab
Spektrofotometre uv/2 Unicam
SantrifUj Rotina35 R Hettich
Protein Elektroforezi P8DS Owl Speration Systems
Calkalayici Su Banyosu Sv-1422 Memmert

2.1.2. Cozeltiler ve Tamponlar

Gergeklestirilen deneysel calismalar esnasinda kullanillan ¢ozeltiler, icerikleri ve

hazirlaruslar: Tablo 2’ de verilmistir.
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Tablo 2. Kullarilan gozeltiler veigerikleri / hazirlanst

Tamponlar

Hazirlamigt

Glisin-HCl Tamponu
(50mM, pH 3,0)

Sodyum Asetat Tamponu
(50mM, pH 4,0-5,0)

Fosfat Tamponu
(50mM, pH 6,0-7,0)

TrisHCI Tamponu
(50mM, pH 8,0-9,0)

3,75 g glisin suda ¢ozilerek 1M HCI ¢ozeltis ile pH’'st ayarlanp
1L’ ye tamamlandi

4,1 g sodyum asetat suda ¢ozilerek 1M asetik asit ¢ozeltisi ile pH'st
ayarlamp 1L’ ye tamamlanch

8,7 g K;:HPO,'Un 1L suda ¢ozulmes ile hazirlanan ¢ozelti 6,8 g
KH,PO,’ in 1L suda ¢tzilmesi ile hazirlanan ¢ozelti ile titre edilerek
pH’1 istenilen degere ayarlanarak hazirland:

6,05 g tris bazi suda ¢ozulerek 1M HCI ¢ozeltis ile pH’s1 ayarlamp
1L’ ye tamamlandi

Glisin-NaOH 3,75 g glisin suda ¢ozilerek 1M NaOH ¢ozeltisi ile pH’ st ayarlanip
(50mM, pH 10,0) 1L’ ye tamamland:
Substratlar Hazirlamist

p-nitrofenil asetat

p-nitrofenil bitirat
p-nitrofenil laurat

p-nitrofenil palmitat

1,8 mgtartilarak DM SO ile 1 mL'ye tamamlandh
(M,=181,15g/mol )

1,78 uL’s asetonitrille 1000 pL ‘ye tamamlanch

3,2 mgtartiarak DM SO ile 1 mL'ye tamamlanch
(Mx=322,15g/mol )

3,7 mgtartilarak DM SO ile 1 mL'ye tamamlanch
(M= 377 g/mol )

Lowry Protein Tayini

Lowry A 0,1 N NaOH icinde % 2 (w/v) Na,CQO; ¢ozeltisi
Lowry B % 1 bakir sllfat cozeltisi

Lowry C % 2 sodyum — potasyum tartarat cozeltisi
Lowry D 1 kissm Lowry B + 1 kissm Lowry C

Lowry E 0,25 mL Lowry D + 125 mL Lowry A

Lowry F 1 hacim Folin belirteci + 1 hacim dd H,O

Dogal Jel Elektroforezi

Ayirma Jel Tamponu
(1,5M Tris-HCI)

Yigma Jel Tamponu
(1M TrisHCI)

% 10 Amonyum Persiilfat (APS)
N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin
(TEMED)

% 30 Akrilamid/Bisakrilamid

Dogal Jel Y Ukleme Tamponu

Dogal Jel Y iritme Tamponu

Substrat Boyama Cozeltis
[a- naftil asetat : Fast Red (1:1
oraninda)]

36,3 g Tris baz 150 mL suda ¢ozildi, pH 8,8 e ayarlanch ve son
hacim suile 200 mL yapildh

24,2 g Tris bazi 150 mL suda ¢ozildi, pH 6,8 e ayarland: ve son
hacim suile 200 mL yapilch

% 10 (w/v) APS cozeltis suile hazirlandi ve-20 °C’ de sakland:
Orijinal sisesinden kullanld:

% 29,2 (w/v) akrilamid ve % 0,8 (w/v) N, N'-metilen bisakrilamidin
suda ¢ozilmesiyle hazirlanch

50 mM Tris-HCI (pH 6,8)

% 0,1 Bromofenol mavisi

% 20 gliserol

(200 pL’lik hacimlerde tuplere bollnerek -20 °C’ de saklandi)

25 mM Trisbaz ve 250 mM glisin igeren ¢ozeltinin

pH’1 8,3 e ayarlanarak hazirland:

8 mg a- naftil asetat 2 mL asetonda ¢ozllerek hacmi 0,1 mM pH 7,5
Tristamponu ile 20 mL’ye tamamlandi

20 mg Fast Red TR tuzu 0,1 mM pH 7,5 Tris tamponuda ¢6zuldi ve
yine ayni tampon ile hacmi 20 mL’ye tamamlanch
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2.1.3. Kimyasallar

Merck A.G. (Darmstadt, Germany)'den magnezyum klordr, sodyum Kklorr,
potasyum klorr, amonyum klortr, lityum klordr, sodyum asetat, dipotasyum hidrojen
fosfat, potasyum dihidrojen fosfat, sodyum hidroksit, bakir (l1) silfat pentahidrat,
merkaptoetanol, hidrojen klorir, etilendiamin tetraasetik asit sodyum tuzu (EDTA-Na),
etanol, Tris, glisin, divalent Ni*%, Mn*2, Hg*?, Cu*? Co™ ca™ Cd*ve trivalent Al*®
iyonlartnin klordr tuzlari temin edildi.

Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO, USA)’ dan kalsiyum Klorlr dihidrat, p-nitrofenil
asetat (pNPA), p-nitrofenil butirat (pNPB), p-nitrofenil laurat (pNPL) ve p-nitrofenil
pamitat (pNPP), fenilmetilstlfonil florar (PMSF), ditiyotreitol (DTT), sodyum azit
(NaNy3), sodyum potasyum tartarat ve bovin serum abimin (BSA) temin edildi.

2.2. Deneysel Cahismalar
2.2.1. Enzim Oziitiiniin Hazirlanmasi

o T terreum Ve A. vaginata Var. vaginata mantar numunelerinden, ayri ayri 10'ar g
ainarak sivi azot icerisinde hiicre membranlarinin parcalanmasi icin 15 dak.
bekletildi.

e Budrneklere 2 mM EDTA, 1mM MgCl, ve ImM PMSF iceren 50 mM sodyum
asetat (NaAc) (pH 5,0), 50 mM fosfat (pH 7,0) ve 50 mM TrissHCI (pH 9,0)
tamponlarindan ayn ayr 20'ser mL ilave edilerek havanda dovuldu.

e Daha sonra bu karigim stizildu ve elde edilen stizintller 4 °C’de, 15 dak. 10.000
rpm’ de santrifdj edildi.

e Elde edilen stipernatan 3 kisma ayrildi.

e Birinci kisma ¢oktirme yapilmadh.

e ikinci kisma 1:1 oraminda soguk etanol ilave edilerek 4 °C'de bir gece
buzdol abinda bekletildi.

e Uclincii kisma 1:1 orarinda soguk aseton ilave edilerek 4 °C'de bir gece
bekletildi.

e Ikinci ve lctincli kiamlar 4 °C’de, 10 dak. ve 8000 rpm’ de santrif(j edildi.
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e Sipernatan kisimlar atildi. Cokelek agik havada kurutularak aseton ve etanol in
ucmas saglandh.

e Kuruyan ¢okelekler uygun tamponlarda ¢ozuldi.

o Cozdtiler 4 °C’ de, 10 dak. ve 8000 rpm’ de santrifiij edildi.

o Elde edilen ¢ozetiler ham enzim 6zt olarak kullanildh.

e Bu oOzitler Uzerinde yapilan aktivite tayinleri sonucunda 7. terreum’un pH 5,0
NaAc tamponunda etanolle ¢coktirdlmesine; A. vaginata var. vaginata’ mn ise pH
7,0 fosfat tamponunda asetonla ¢oktirilmesine karar verildi.

e Sonraki calismalar icin bu mantarlardan uygun miktarlar ainarak yukarida

anlatilan yontemle 6zUtler hazirland:.

2.2.2. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Ozutlerdeki esterolitik aktivitenin varligi dogal poliakrilamid jel elektroforezi ve
substrat boyamas ile ortaya konuldu. Dogal elektroforez, sodyum dodesil siilfat (SDS)’ sz
ortamda ve 10x10 cm ebadindaki elektroforez tankinda gerceklestirildi (Temizkan ve
Arda, 2004). % 5'lik yigma ve % 10’'luk ayirma jeli kullanildi. Elektroforezde kullamlan

cozdtiler ve hacimleri Tablo 3'te verilmistir.

Tablo 3. Dogal poliakrilamid jel elektroforezininde kullarnilan ¢ozeltiler ve hacimleri

Bilesenler Yigma Jeli (% 5, pH 6,8) Ayirma Jeli (% 10, pH 8,8)
YigmaJel Tamponu (1 M Tris-HCI, pH 6,8) 0,63 mL
AyirmaJel Tamponu (1,5 M TrisHCI, pH 8,8) 2,5mL
% 30 Akrilamid/Bisakrilamid 0,83 mL 3,3mL
dd H,0O 34mL 4,0mL
% 10 Amonyum persilfat (APS) 0,05 mL 0,2 mL
N,N,N',N'-tetrametil etilendiamin (TEMED) 0,005 mL 0,004 mL

Hazirlanan jel donduktan sonra tanka yerlestirildi ve tank dogal elektroforez yuritme
tamponu (Tablo 2) ile dolduruldu. Dogal elektroforez yikleme boyas ile 1:1 oraninda
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karistirilan drnekler Hamilton siringasi ile kuyucuklara yuklendi. Tank buz dolu bir kap
icine yerlestirildi. Boya, yigma jelinden ¢ikana kadar yaklasik olarak 10 dakika 20 mA’lik
ve ayirma jelinden c¢ikana kadar da yaklasik olarak 50-60 dakika 25 mA’lik akim
uygulandi. Elektrik akim kesildikten sonra jel sistemden dikkatlice ¢ikartilarak boyama
islemine gecildi.

2.2.3. Substrat Boyamasi

Doga poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) icin Owl scientific marka P8BDS model
(Inc. Wobum, MA USA) elektroforez cihazi kullamildi. Enzim 0Ozitd % 10'luk dogal
PAGE' de yurituldi. Substrat boyama ¢ozeltisi, cikartilan jelin Uzerine dokuldid. 30 dak.
bekletildikten sonra bantlann varligi gozlendi. Jel 1:3 oraninda metanol ve su iceren

karisimda 30 dak. bekletilerek yikama yapildi ve bantlarin varlig dahada belirginlestirildi.

2.2.4. Protein Tayini

Oziitteki protein miktarr Lowry metoduyla belirlendi (Lowry vd., 1951). Protein
standardi olarak sigir serum albumini (BSA) kullanildi. Kalibrasyon grafigi icin bir seri
serum albumin cozeltiss hazirlandi. Tayinin gerceklestirilmes icin asagidaki islemler
yapildi.

e BSA’dan 10, 20, 30, 40 ve 50 uL ainarak tzerlerine % 0,1 SDS iceren 0,1 N

NaOH c¢ozeltisinden sirasiyla 490, 480, 470, 460 ve 450 ulL ilave edildi.

e Ozitten 4 uL alinch ve hacmi % 0,1 SDS igeren 0,1 N NaOH ile 500uL’ye

tamamlandh.

e Hem BSA standartlarina hem de 6rnege sirasiyla 1'er mL Lowry E karisimi ilave

edildi ve hemen vortekslendi.

e Tupler 10 dak. oda sicakliginda bekl etildi.

e Standartlarave drnege 100 uL Lowry Filave edildi ve hemen vortekslendi.

e Tupler 30 dak. karanlikta bekletildi.

e 650 nm’ de absorbanslar1 okundu.
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e Kalibrasyon grafigi hazirlanarak ornek igin elde edilen konsantrasyon degeri bu
islemdeki seyrelme faktori ile carpilarak orijinal 6zitteki protein icerigi mg/mL
olarak belirlendi.

2.2.5. Enzim Aktivitesinin Tayini

Enzim aktivites tayini spektrofotometrik olarak yapild: (Lee vd., 1999). Tayinin
gerceklesmesi icin asagidaki islem sirasi takip edildi.

e Asetonitrilde 10 mM p-nitrofenillaurat (nNPL) ¢ozeltisi hazirland:.
Asetonitril (10 mM pNPL igeren):etanol:fosfat tamponu (50mM, pH 7,5) sirasi

ile 1:4:95 (v/v/v) hacim oranlarinda karstirilarak substrat ¢ozeltisi hazirlandi.

e Oziitten 0,6 mL ve substrat ¢ozeltisinden 1,8 mL alinarak karistirilch.

e 405 nm’ de absorbans okundu.

e Bukarisim 30 °C' de ¢a kalayici su banyosunda 20 dak. bekletildi.

e Tekrar 405 nm’ de absorbans: okundu.

e Kontrol olarak ise 0,6 mL 6zt yerine 0,6 mL tampon kullanild: ve yukaridaki
islemler tekrarland.

Bir Unite, calisilan sicaklik ve pH'da 1 dakikada 1 pmol substrati Grine dondsttren

enzim miktan olarak hesaplandi. Bu deger reaksiyon karnsiminin hacmine bollnerek

unite/litre (U/L) cinsinden aktivite hesapland:.

2.2.5.1. Substrat Ozgiinliigii

Enzim aktivites tayin yontemi kullamlarak, hangi substrat varliginda en yuksek
enzim aktivitesinin gozlendigi incelendi. Bu denemelerde, ayri ayrn p-nitrofenil asetat
(pNPA), p-nitrofenil butirat (pNPB), p-nitrofenil laurat (pNPL) ve p-nitrofenil palmitat
(pNPP) substratlarimn 10 mM’lik stok ¢ozeltilerinden nihai konsantrasyonu 0,075 mM
olacak sekilde reaksiyon karisimlart hazirlandi ve aktivite tayini gerceklestirilerek

p-hitrofenil esterlerinin fenolat iyonuna dontsum hizlar: incelendi.
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2.2.5.2. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’in Etkisi

Oziitlerdeki esterolitik aktivite lizerine pH'1n etkisini incelemek amaciyla substrat
cozeltisindeki tampon yerine ayrt ayrt 50 mM’lik glisin (pH 3,0), asetat (pH 4,0 ve pH
5,0), fosfat (pH 6,0 ve pH 7,0), TrisHCI (pH 8,0 ve pH 9,0) ve glisn-NaOH (pH 10,0)

tamponlar kullanildi ve aktivite tayinleri yapildi.

2.2.5.3. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin EtKkisi

Oziitlerdeki esterolitik aktivite tizerine sicakligin etkisini belirlemek amaciyla enzim
aktivites tayin yontemine gore uygun tampon ve substratlar kullamlarak reaksiyon
karisimlart hazirlandi, 10-90 °C sicaklik araliginda 10 °C'lik artislarla sabit sicakliktaki
calkalayici su banyosu kullamilarak reaksiyonlar gerceklestirildi ve absorbanslar okundu.
Y apilan hesaplamalar sonucu, her bir mantar 6zitiindeki esterolitik aktivite icin optimum

scaklik degerleri belirlendi.

2.2.5.4. Enzim Aktivitesi Uzerine Protein Miktarimn EtKisi

Bu denemede substrat konsantrasyonu sabit tutularak protein icerigi bilinen 6zitten
degisik hacimlerde aindi ve reaksiyon karisimlart hazirlandi. Optimum pH ve scaklik
degerlerinde protein miktarina bagli olarak enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak tespit
edildi. Elde edilen sonuclarla% bagil aktiviteye karsi protein miktar: grafigi cizildi.

2.2.5.5. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonun Etkisi

Bu denemede ise protein miktar1 sabit tutularak farkli substrat konsantrasyonlar:
icerecek sekilde substrat ¢ozeltileri hazirland: ve enzim aktivites tayin edildi. Elde edilen
sonuclara gore hiz degerleri bulundu ve Lineweaver-Burk grafikleri cizildi. Bu

grafiklerden yararlanarak Kmve Vmaks degerleri belirlendi.
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2.2.5.6. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Metal Iyonlarimn Etkisi

Enzim aktivites Uizerine metal iyonu etkisini incelenmek amaciyla; Na', K, Li",
Ni*% Mn*? Hg"?, Cu™, Co*, Ca? cd™ ve Al"®iyonlarinin klorir tuzlarnin 200 mM’ ik

stok ¢ozeltileri hazirlandi. Metal iyonlarinin nihai konsantrasyonlart 10 mM olacak sekilde

her bir metal iyonu Ozit ile su banyosunda 30 °C’'de, 20 dak. inklbe edildikten sonra

aktivite tayini yapildi. Sonuclar metal iyonu icermeyen denemeden elde edilen sonucla

karsilastirilarak bu metal iyonlarimin enzim aktivites Gzerine etkisi incelendi.

2.2.5.7. pH Kararhhginin incelenmesi

Her bir 6zitteki esterolitik enzimin pH kararliliginin incelenmesi amaciyla;

50 mM glisin (pH 3,0 ), 50 mM asetat (pH 4,0 ve pH 5,0) , 50 mM fosfat (pH 6,0
ve pH 7,0), 50 mM Tris-HCI (pH 8,0 ve pH 9,0) ve 50 mM glisinrNaOH (pH
10,0) tamponlar kullanildh.

Uygun hacimlerde tampon ¢ozeltiler uygun hacimdeki 6zitlerle karistirildi.

Bu karisimlarin her birinden 0,6 mL alinarak her bir tampon icin hazirlanan 1,8
mL substrat ¢ozeltisi ile karistirilch ve 405 nm' de absorbanslart okundu.

30 °C'de, 20 dak. su banyosunda inkiibe edikten sonra tekrar absorbangari
okundul.

Her bir tamponla karistinlan 6zitlerin geri kalan kismi 4 °C’de, 24 saat inkibe
edildi ve yukarida anlatilan islemler bu kansimlar igin tekrar yapildi.

% Kalan aktivite 24 saat sonunda elde edilen aktivitelerin sifirina (baslangic)
saatteki aktiviteleriyle karsilastirilmasylabelirlendi.

2.2.5.8. Is1il Kararhhginin incelenmesi

Her bir 6zutteki esterolitik enzimin 1sil kararliligini belirlemek igin;

Ozitler 20 dak., 40 dak., 1 saat ve 4 saatlik zaman araliklarinda 10-90 °C (10
°C'lik artislarla) sicakliklarda su banyosunda ayri ayri inkiibe edildi.
Bu Ozitler oda sicakliginda sogutulduktan sonra enzim aktivite tayini

gerceklestirilerek absorbanslar okundu.
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e 9% Kalan aktiviteler, herhangi bir 6n inktbasyon islemi uygulanmamis enzim

OzUtindn optimum sartlarda belirlenen aktivite degeri ile karsilastirilarak

hesaplandh.

2.2.6. Enzim Aktivitesi Uzerine Inhibitor ve Aktivatorlerin Etkisinin
Incelenmesi ve 5o Degerlerinin Bulunmasi

NaN;, EDTA-Na PMSF ve DTT kimyasalarin enzim aktivites Uzerine etkisi
incelendi.

e NaNs, EDTA, PMSF, DTT kimyasallarin 100mM’ ik stok ¢ozeltileri hazirlandi.

o Stok ¢ozeltilerden uygun hacimler alinarak belli hacimlerde 6zUtlerle karistirdi.

e Bu karisimlar 30 °C’de, 20 dak. su banyosunda inkibe edildikten sonra enzim
aktivitesi belirlendi.

e Elde edilen sonucglarla % kalan aktiviteye karsi konsantrasyon grafigi cizildi.
Aktivitenin % 50 degerinde azal dig1 konsantrasyon /so degeri olarak belirlendi.



3. BULGULAR

3.1. Substrat Ozgiinliigiiniin Belirlenmesi

Amanita vaginata va. vaginata Ve Tricholoma terreum mantarlarina ait
numunelerden elde edilen ozitlerde substrat 6zgunlGgini belirlemek icin p-nitrofenil
asetat( pNPA), p-nitrofenil bitirat (pNPB), p-nitrofenil laurat (pNPL) ve p-nitrofenil
pamitat ()NPP) substratlar: kullanildi. Elde edilen sonuclara bakildiginda hem A. vaginata
var. vaginata hem de T. terreum mantarlart igin en yiksek hidrolitik aktivitenin pNPB
substrat1 varliginda oldugu belirlendi (Tablo 4 ve Tablo 5).

Tablo 4. A. vaginata var. vaginata igin substrat 6zgunlGgu

Substrat % Bagil Aktivite
p-nitrofenil asetat (CgH,NO,) 10,03
p-nitrofenil butirat (C1oH11NOx) 100,00
p-nitrofenil laurat (C,gH,/NO,) 0
p-nitrofenil palmitat (C,,H3sNO,) 0

Tablo 5. T. terreum igin substrat 6zginlGgu

Substrat % Bagil Aktivite
p-hitrofenil asetat (CgH/NOJ) 2,53
p-nitrofenil bitirat (C1oH11NO4) 100
p-nitrofenil laurat (C,gH,/NO,) 62,00
p-nitrofenil palmitat (C,,HsNO,) 0,19

3.2. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

A. vaginata var. vaginata ve T. terreum mantar numunelerinden hazirlanan ozitlerde
hidrolitik aktiviteden sorumlu esterolitik enzimlerin varligim ortaya koyabilmek icin, dogal
poliakrilamid jel elektroforezi yapilch. Onceden belirtilen sekilde jeller boyanarak gézlenen
bantlarin Ry degerleri her bir mantar numunesi icin ayrn ayr1 hesaplandi. Ry degerleri

A. vaginata var. vaginata 1¢in 0,47 ve 0,62; T.terreum iginise 0,42 ve 0,47 olarak bulundu
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(Sekil 6). Bu bantlarin varligi, 6zutlerde p-nitrofenil esterlerinin hidrolizinden sorumlu bir

enzimin izomerleri halinde bulundugunu veya benzer aktiviteye sahip enzimlerin varligin

gostermektedir.

b4 042
047 - 047
061

A R

Sekil 6. A. vaginata var. vaginata (A) ve T. terreum (B) enzim
Ozutlerinin dogal poliakrilamid jel elektroforezi profilleri

3.3. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’in Etkisi

Oziitlerdeki enzim aktivitesinin optimum pH degerlerini belirlemek icin farkli pH
degerlerinde (3,0-10,0) tamponlarin kullanmilmastyla aktivite tayinleri yapildi ve % bagil
aktivite- pH grafikleri cizildi. Her iki mantar numunesi icin optimum pH degeri 8,0 olarak
tespit edildi (Sekil 7 ve Sekil 8).

% Bagil Aktivite

pH

Sekil 7. A. vaginata var. vaginata igin enzim aktivites Uzerine pH'in etkisi
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Sekil 8. T terreum igin enzim aktivites Uzerine pH'1in etkisi

3.4. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakh@in Etkisi

Her bir mantar 6zitinun optimum sicakhigim belirlemek amaciyla, 1090 °C
araligindaki sicakliklarda enzim aktiviteleri belirlendi. Elde edilen sonuglara gore % bagil
aktiviteye kars1 sicaklik grafikleri gizildi. A. vaginata var. vaginata i¢in optimum sicakh gin
3040 °C araliginda oldugu, 50 °C’de ise bagil aktivitenin sifira distiigl gozlendi (Sekil

9).
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Sicaklik (°C)

Sekil 9. A. vaginata var. vaginata igin enzim aktivites Uzerine
sicakligin etkisi

T. terreum icin ise bagil aktivitenin 3040 °C araliginda bir optimuma ulastigi ve
70 °C de sfiradustigt gozlendi (Sekil 10).
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Sekil 10. 7. terreum igin enzim aktivites Gzerine sicakligin etkisi

3.5. Enzim Aktivitesi Uzerine Protein Miktarmin Etkisi

A. vaginata var. vaginata numunesinden hazirlanan enzim 6zittinde yapilan protein
tayini sonucu ham 6zitin toplam protein icerigi 1,8 mg/mL olarak bulundu. Enzim
aktivites Uzerine protein miktarimn etkisinin incelenmesi igin, farklt konsantrasyonlara
seyreltilen ozutler kullanmilarak enzim aktiviteleri tayin edildi. Elde edilen sonuglara gore,
A. vaginata var. vaginata mantar numunesinden hazirlanan enzim Ozutinde % bagl
aktivite degerinin 0,35 mg/mL protein miktarinda optimuma ulastig ve bu degerden sonra
sabit kaldigi gozlendi (Sekil 11). Bundan sonraki calismalarda reaksiyon karistmindaki
Ozt miktar: 0,35 mg/mL olacak sekilde aktivite tayinleri gergeklestirildi.
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o
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0 0,1 0,2 0,3 04 0,5
Protein Miktan (mg/mL)

Sekil 11. 4. vaginata var. vaginata icin enzim aktivites Uzerine protein miktarinin
etkis
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T. terreum numMunesinden hazirlanan enzim 6zitinde yapilan protein tayini sonucu
ham 6z(tln toplam protein icerigi 4,2 mg/mL olarak bulundu. Enzim aktivitesi Uzerine
protein miktarimin etkisinin incelenmesi icin, farkli konsantrasyonlara seyreltilen 6zitler
kullamlarak enzim aktiviteleri tayin edildi. Elde edilen sonuclara gére, 7. terreum mantar
numunesinden hazirlanan enzim 6zitiinde % bagil aktivite degerinin 05 mg/mL protein
miktarinda optimuma ulastigi ve bu degerden sonra sabit kaldigi gbzlendi (Sekil 12).
Bundan sonraki calismalarda reaksiyon karnsimindaki Ozt miktari 0,5 mg/mL olacak
sekilde aktivite tayinleri gerceklestirildi.

1207
1007

% Bagil Aktivite
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Protein Miktar1 (mg/mL)

Sekil 12. T. terreum icin enzim aktivites Uzerine protein miktarinin etkisi

3.6. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Daha oOnceden belirlenen optimum protein miktarinda, pNPB substratimin nihai
konsantrasyonlarn T. terreum igin 0,005-0,150 mM araliginda A. vaginata var. vaginata
icin ise 0,025-0,300 mM araliginda olacak sekilde degisen konsantrasyonlarda aktivite
tayinleri yapildi. Elde edilen sonuclar kullamlarak her bir mantar numunesindeki esterolitik
enzimler icin optimum substrat konsantrasyonlart belirlendi. Vyxs Ve K., degerlerinin
belirlenmesi igin de Lineweaver —Burk grafikleri gizildi.

A. vaginata var. vaginata i¢in €lde edilen sonuclar incelendiginde 0,225 mM substrat
konsantrasyonuna kadar aktivitede artis oldugu daha sonraki konsantrasyonlarda ise
aktivitenin sabit kaldigi gozlendi. Bundan sonraki calismalarda optimum substrat
konsantrasyonu 0,225 mM olacak sekilde kullamldi. Elde edilen degerlerden cizilen
Lineweaver —Burk egrisinden V«s Ve K, degerleri srasi ile 14,20 U/L ve 0,071 mM
olarak bulundu (Sekil 13).
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Sekil 13. A. vaginata var. vaginata igin esteraz/lipaz aktivitesinin
Lineweaver-Burk egris

T. terreum icin ise elde edilen sonuclar incelendiginde 0,100 mM substrat
konsantrasyonuna kadar aktivitede artis oldugu daha sonraki konsantrasyonlarda ise
aktivitenin sabit kaldigi gozlendi. Bundan sonraki calismalarda optimum substrat
konsantrasyonu 0,100 mM olacak sekilde kullanildi. Elde edilen degerler kullanilarak
cizilen Lineweaver-Burk egrisinden Vimas ve Km degerleri sirasi ile 34,6 U/L ve 9,6 uM
olarak bulundu (Sekil 14).
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Sekil 14. T. terreum esteraz/lipaz aktivitesinin Lineweaver-Burk egrisi
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3.7. Enzim Aktivitesi Uzerine Metal Iyonu Etkisi

Esterolitik aktivite lizerinde metal iyonlarin etkisini incelemek icin Na', K*, Li",
Ni*%, Mn*, Hg', cu®, Co ca? cd™ ve AI™ iyonlarinin klorir tuzlan kullanild.
Optimum sartlarda niha konsantrasyonlart 10 mM olan meta iyonlannin esterolitik
aktivite Uzerine etkileri incelendi (Tablo 6 ve Tablo 7). Kontrol olarak metal iyonu
icermeyen reaksiyon karisimlart kullamlci ve bu karisim igin gbzlenen aktivite degeri
% 100 kabul edildi.

A. vaginata var. vaginata icin K* ve AlI*3; T. terreum icin ise Na', K*, Li* varliginda
enzim aktiviteleri hemen hemen hi¢ degismezken diger metallerin varliginda ise her iki

mantar icin enzim aktivitelerinde belirli oranlarda azalma gézlenmistir.

Tablo 6. 4. vaginata var. vaginata esteraz/lipaz aktivites tUzerine metal iyonlarinin etkisi

Metal iyonu (10mM) % Kalan Aktivite Metal iyonu (10mM) % Kalan Aktivite
Standart 100 Hg"™ 24,39
K* 100,44 Cu* 81,59
Na" 88,47 Cd* 77,38
Li* 79,82 Co*? 84,47
Ni* 66,74 ca® 74,50
Mn* 88,69 Al*® 99,77

Tablo 7. T. terreum esteraz/lipaz aktivites Uzerine metal iyonlarinin etkisi

Metal iyonu (10mM) % Kalan Aktivite Metal iyonu (10mM) % Kalan Aktivite
Standart 100 Hg"™ 75,46
K* 99,56 Cu* 80,88
Na" 99,26 Cd* 36,50
Li* 102,70 Co* 27,12
Ni* 85,71 ca® 85,25

Mn* 63,20 Al 67,89
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3.8. pH Kararhhg:

Ozittler farkli pH’lardaki tamponlarla belirli oranlarda karistirildi. Elde edilen 6zit-
tampon karisimlarindan uygun miktarlarda alinarak reaksiyon karisimlari hazirlandi ve
aktivite tayinleri gerceklestirildi. Ayrica 6zit-tampon karisimlar: 4 °C'de, 24 saat inklbe
edildikten sonra bu karisimlardan da uygun miktarlarda alinarak aktivite tayinleri yapild.
Her iki kansitmdan elde edilen degerler karsilastirilarak % kalan aktivite-pH egrisi cizildi.
Elde edilen grafiklerden, her iki mantar numunesinde esterolitik aktivite gosteren
enzimlerin 3,0-10,0 arasindaki pH degerlerinde oldukca kararli olduklari gozlenmistir
(Sekil 15 ve Sekil 16).

120
100 A O —¢— 00— — 00— —¢
80 -
60
40 ~
20

% Kalan Aktivite

pH

Sekil 15. 4. vaginata var. vaginata i¢in pH kararlilik egrisi
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Sekil 16. T. terreum icin pH kararlilik egris
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3.9. Is1l Kararhhk

A. vaginata var. vaginata ve T.terreum numunelerindeki esterolitik aktiviteden
sorumlu enzimlerin 1sil kararlilhigini belirlemek icin; Ozitlerden alinan oOrnekler su
banyosunda, 1090 °C sicaklik araliginda 10 °C’lik artiglarla ve her bir sicaklikta ayr ayri
20 dak, 40 dak, 1 saat ve 4 saat olmak Uzere bekletildi. Bekletilen bu 6rneklerden uygun
hacimlerde alinarak reaksiyon karisimlari hazirland: ve aktivite tayinleri yapildi. Kontrol
olarak ise, herhangi bir sicaklikta hi¢c bekletilmeyen ozitten hazirlanan reaksiyon
karisiminda aktivite tayini gerceklestirildi. Daha sonra kontrol reaksiyon karisiminin
aktivite degeri ile elde edilen degerler karsilastirllarak % kalan aktivite-zaman grafig
cizildi.

A. vaginata var. vaginata’ dan hazirlanan 6zutte en yiksek aktivite degerine 30 °C'de
ulasiimastir. ilk 20 dakika sonunda aktivite % 238 oramnda artarken, 40 ve 60 dakikalik
bekleme slrelerinde azalmaya baslamis fakat kontrol deneyine nazaran dnemli bir azalis
sz konusu olmamstir. Aktivite genel anlamda 1040 °C araliginda oldukga yiksek olup
zaman ilerledikge fazla bir azalma gorilmemistir. 50 °C’ de ise aktivite zamanla azalmakta
ve 60 dakikadan sonra sifira dismektedir. 60—70 °C araliginda ise aktivitenin kayboldugu
gbzlenmistir (Sekil 17).

—e—10°C
—8—20°C
—4—30°C
—*—40°C
—*—50°C
—e—60°C
——70°C

% Kalan Aktivite

Zaman (s aat)

Sekil 17. A. vaginata var. vaginata icin isil kararlilik egrisi

T. terreum’dan hazirlanan Ozutte 1040 °C scaklik araliginda kontrol deneyine
nazaran 6nemli bir azalis olmamistir. 50 °C’ de ise aktivite zamanla azalmakta ve 4 saatlik

bekleme siiresi sonucunda ise % 62'ye diusmektedir. 60-70 °C de ise aktivite zamanla
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azalmakta ve 4 saatlik bekleme stiresi sonucunda aktivite sifira dismektedir. 80 °C’'de ise
aktivitenin tamamen kayboldugu gozlenmistir (Sekil 18).

—e—10°C
—&—20°C
—a—30°C
—%—40°C
—%—50°C
—e—60°C
——70°C
——80°C

% Kalan Aktivite

Zaman (s aat)

Sekil 18. T. terreum icinisil kararlilik egrisi
3.10. Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Kimyasallarin Etkisi

NaN;, EDTA, PMSF ve DTT kimyasallarinin enzim aktivites Uzerine etkileri
incelendi. Bunun icin, bu kimyasallarin her birinden farkh miktarlarda iceren bir seri
reaksiyon kansimu hazirlanarak aktivite tayinleri yapildi. Kontrol icgin, bu kimyasallar
icermeyen reaksiyon kansimlar: kullanilarak gozlenen aktivite degeri % 100 olarak kabul
edildi. Elde edilen veriler varliginda % kalan aktivite-konsantrasyon grafigi cizilerek,
aktivitenin % 50'sinin kaybedildigi nokta /so degeri olarak belirlendi. Tablo 8de
A. vaginata var. vaginata ve T. terreum i¢in bu kimyasalarin Iy degerleri verilmistir.

Tablo 8. 4. vaginata var. vaginata ve T. terreum igin Iso degerlerleri

Kimyasallar 4. vaginata var. vaginata Isy (mM)  T. terreum Isy (mM)

EDTA 47,7 44,5
NaN; 6,6 27,6
DTT 0,7 0,7

PMSF 2,8 0,9




4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu caismada, Amanita vaginata var. vaginata ve Tricholoma terreum mantar
numunelerinden hazirlanan  Ozitlerde esterolitik  aktiviteye sahip  enzimlerin
karakterizasyonu gergeklestirildi.

A. vaginata va. vaginata ve T. terreum mantar numunelerinden hazirlanan enzim
Ozitlerinde esterolitik aktiviteden sorumlu enzimlerin varligini ortaya koyabilmek igin
dogal poliakrilamid jel elektroforezi yapildi ve gozlenen bantlarin Ry degerleri hesapland:
(Sekil 6). A. vaginata var. vaginata icin Rr degerleri 0,47 ve 0,61 olarak, T. terreum igin
ise 0,42 ve 0,47 olarak bulundu. Her iki mantar numunesinde de iki bandin gézlenmes,
enzim Ozitlerinin esterolitik aktiviteden sorumlu izoenzimlerin veya substratin hidrolizini
saglayacak farkli enzim aktivitelerinin olabilecegi sonucunu ortaya koymaktadir. Benzer
sonuglara Lycoperdon perlatum mantar numunesinde yapilan esterolitik aktivite
karakterizasyonu calismasinda da ulasilmistir. Bu mantar numunesi ile gerceklestirilen
dogal PAGE sonucu Rr degerleri 0,34 (baskin), 0,39 (soluk), 0,52 (baskin) ve 0,39 (soluk)
olarak hesaplanan dort bandin varligi gozlenmis ve izoenzimlerin varligindan stz
edilmistir (Camadan, 2006).

Ozitlerin sahip oldugu esterolitik aktivitenin substrat 6zgunlgini ortaya koymak
icin pNP esterleri (pNPA, pNPB, pNPP ve pNPL) substrat olarak kullanildi. Y apilan
denemeder sonucunda her iki mantar numunes icgin de p-nitrofenilbutirat (pNPB)
varliginda en yuksek hidrolitik aktivite gozlendi (Tablo 4 ve Tablo 5). Bu sonug 6ziitteki
enzimin kisa zincirli esterlerin hidrolizini katalizleyebilen bir esteraz olabilecegini
gostermektedir. Benzer sonuclar Anaxybacillus gonensis A4 (Faiz vd., 2007), EM2L8
(Park vd., 2007) gibi farkli organizmalarda yapilan calismalarda da rapor edilmistir.

A. vaginata var. vaginata ve T. terreum mantar numunelerinden hazirlanan 6zitlerin
esterolitik aktivitelerinin pH'ya bagimlilig: incelendiginde, her iki mantar numunesi icgin de
optimum pH degerinin 8,0 oldugu, ancak 4. vaginata var. vaginata’ da pH 5,0'te ilave bir
pikin varh g1 gozlenmistir (Sekil 7 ve Sekil 8). Iki pik gozlenmesi, calismanin ham 6éziitten
gerceklestirilmes  nedeniyle farkli Ozellikler goOsteren izoenzimlerin veya benzer
reaksiyonlart katalizleyebilen farkli enzimlerin varlhigindan kaynaklanabilir. Bu sonug,
dogal elektroforezde elde edilen profili de desteklemektedir. Farkl1 ¢calismalarda esteraz
enzimlerinin sahip oldugu optimum pH degerleri Mucor sp. icin 7,0 (Abbas vd., 2002),
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Cucurbita pepo icin 8,0 (EIl) (Fahmy vd., 2007), Escherichia coli igin 7,0 (Kim vd.,
2006), EM2L8 icin 10,0-11,0 (Park vd., 2007) ve Bacillus coagulans BTS-3 icin 7,5
(Pahujani vd., 2007) olarak tespit edilmistir. Gergeklestirilen calismalara dayanarak,
karakterize edilen esteraz enzimlerinin optimum pH degerinin cogunlukla 7,0-8,0
araliginda oldugu sdylenebilir. Her iki mantar numunesi i¢in pH kararliligi incelendiginde,
pH’1n 3,0-10,0 arasinda sabit oldugu gozlenmistir (Sekil 15 ve Sekil 16). Bu sonug, aktif
bolgede hidrofobik amino asitlerin varligimn bir gosterges olabilir. Palmiye meyvesinden
izole edilen Mucor sp. ile gergeklestirilen esterolitik aktivite ¢alismasinda, enzimin pH
kararlilhigim 24 saat sonunda 3,0 ve 9,0'da tamamen kaybettigi, diger degerlerde ise
aktivitede % 20 oranminda bir azalma oldugu tespit edilmistir (Abbas vd., 2002). Bacillus
megaterium’ da yapilan calismada ise, esteraz enziminin pH kararliligimn 6,0 ile 9,0
arasinda sabit oldugu gbzlenmistir (Jung vd., 2003). Bu sonuglar, mantar numunelerindeki
esterolitik aktiviteden sorumlu enzimlerin genis bir pH araiginda aktivitelerini
kaybetmedigini gostermektedir.

Oziitlerde esterolitik aktiviteden sorumlu enzimlerin optimum scakligim belirlemek
amaciyla yapilan denemelerde her iki mantar numunesindeki enzimler icin de optimum
scakligin 3040 °C arasnda oldugu gozlenmistir (Sekil 9 ve 10). Tespit edilen bu sicaklik
araligi, makromantarlar veya bitki dokularindan elde edilen enzimler icin uygun
degerlerdir. Farkli organizmaarla yapilan calismalarda; C. pepo esteraz Elc ve Ell'de
optimum sicaklik 40 °C (Fahmy vd., 2007), Pseudomonas fluorescens’ daoptimum sicaklik
43 °C (Khalameyzer vd., 1999) ve Stophylococcus simulans’da optimum scaklik 37 °C
(Sayari vd., 2001) olarak tespit edilmistir. 4.vaginata var. vaginata’nin 1sil kararlihgi
incelendiginde en yUksek aktivite degerine 30 °C’ de ulasiimistir. Bu sicaklikta aktivitenin
ilk 20 dakikada yaklasik 2,5 kat artmasi oldukca dikkat ¢ekicidir. 7. terreum icgin yapilan
15l kararlihigr denemesinde ise 1040 °C araliginda 6nemli bir azalis olmadigi ve daha
sonraki sicaklik denemelerinde ise her iki mantar icin de aktivitenin zamanla azalarak sifira
dustigl gozlenmistir (Sekil 17 ve Sekil 18). E. coli’de gergeklestirilen calismalarda
enzimin 19l kararhiligt 25-45 °C araliginda incelenmis ve 3 saat sonunda 25-30 °C
arasinda aktivitenin % 80 korundugu, 2 saat sonunda 40 °C’ de ise aktivitenin % 50 azaldi g1
gozlenmistir (Kim vd., 2006). C. pepo esteraz Elc ve Ell ile gergeklestirilen ¢alismalarda
ise, 15 dakika sonunda sirasiyla 55 °C ve 50 °C’de aktivitelerin % 50 oraminda azaldigi

gozlenmistir. 70 “°C’'de 15 dakika sonundaise C. pepo esteraz Ell'nin aktivites tamamen
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kaybolmus, C. pepo esteraz Elc’'nin ise aktivites % 34 oraninda korunmustur (Fahmy vd.,
2007).

Protein miktar: sabit tutularak pNPB varliginda gergeklestirilen aktivite tayinlerinden
elde edilen degerler kullanilarak cizilen Lineweaver-Burk egrisinden Vmas ve Km degerleri
A. vaginata var. vaginata igin sirasiyla 14,2 U/L ve 0,071 mM, T. terreum icin ise 34,6
U/L ve 9,6 uM olarak bulundu (Sekil 13 ve Sekil 14). Yapilan diger bazi calismalar
incelendiginde, pNP esterleri mevcudiyetinde Ky, ve Vs degerleri sirasi ile Geobacillus
thermoleovorans icin 6,74 mM ve 5350 upmol/dak.mg (Soliman vd., 2007), Bacillus
coagulans BTS-3i¢in 4 mM ve 10 pmol/dak/ml (Pahujani vd., 2007), E. coli icin ImM ve
63,7 U/mg (Kim vd., 2006), C. pepo esteraz Elcicin 1,22 mM ve C. pepo esteraz Ell igin
1,56 mM (Fahmy vd., 2007) olarak bulunmustur.

A. vaginata var. vaginata ve T. terreum mantar numunelerinden elde edilen 6zitlerin
sergiledigi enzimatik aktivitenin protein konsantrasyonuna bagimliligi incelendiginde,
A. vaginata var. vaginata igin 0,35 mg/mL, T. terreum igin 0,5 mg/mL degerlerinde
optimuma ulastigit ve bu degerlerden sonra aktivitenin sabit kaldigi, yani esterolitik
aktivitenin enzim miktarindan bagimsiz oldugu gozlendi (Sekil 11 ve Sekil 12). Sonug
olarak maksimum protein konsantrasyonuna ulastiktan sonra pNPB’ nin par¢alanma hizinin
protein miktarindan bagimsiz bir sekilde gerceklestigi Sylenebilir. Esteraz/lipaz gibi
hidrolaz snifi bir enzim olan depolimerazlarla yapilan bazi calismalarda da benzer
sonuclar elde edilmis olup, substratin hidrolizi maksimum bir degere ulastiktan sonra artik
hidrolizienme hizimin  protein miktarindan bagimsiz olarak gerceklestigi belirtilmistir
(Tomasi vd., 1996; Colak ve Guner, 2004)

Bircok enzim, aktivites icin kofaktor olarak metal iyonlarina ihtiyag duyar. Metal
iyonlan farkli koordinasyon sayilarina, yaptiklarn bilesiklerde farkli koordinasyon
geometrisine ve Lewis asidi potansiyeline sahip olabilirler. Bu sebeple metal iyonlar
proteinler karsianda farkl: ligand 6zellikleri gosterebilir ve proteinlerin farkl bolgelerine
baglanabilirler. Bunun sonucunda da enzim aktivitesini farkli sekilde etkileyebilirler
(Bock vd., 1999; Di Tusavd., 2001). A. vaginata var. vaginata igin K", A|+3; T. terreum
icin de Na', K* ve Li* varhgnda enzim aktiviteleri hemen hemen hic degismezken, diger
metallerin varliginda ise aktivitelerde belirli oranlarda azalmalar gozlendi (Tablo 6 ve
Tablo 7). A. vaginata var. vaginata’ da en dusik aktivite Hg+2 varliginda, T. terrum’daise

Co* varhginda gozlendi. Esteraz aktivites, divaent metal iyonlarn ve iyonik olmayan
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yuzey aktif maddeleri gibi bazi faktorler taraf indan sikga etkilenmektedir (Krebsfanger vd.,
1998; Liu vd., 2000; Choi vd., 2004).

Her iki mantar numunesi icin de NaN3, EDTA, PMSF ve DTT nin her birinden farkl1
miktarlar iceren bir seri reaksiyon karisimi hazirlanarak Iso degeri belirlendi (Tablo 8 ve
Tablo 9). Isy degerleri EDTA, NaNz, DTT ve PMSF icin A. vaginata var. vaginata’ da
srasiyla 47,7 mM, 6,6 mM, 0,7 mM ve 2,8 mM olarak; T. terreum’da ise srasiyla 44,5
mM, 27,6 mM, 0,7 mM ve 0,9 mM olarak bulundu. /so degerleri incelendiginde her iki
mantar numunesi icin yaklasik 44—47 mM’ lik yuksek bir EDTA konsantrasyonunun enzim
aktivitesini % 50 azattug gozlenmistir. EDTA’'nin artan konsantrasyonuyla birlikte
aktivitenin de azaldigi tespit edildi. Aynica NaNsz varhginda da aktivitenin azaldigi
gbzlendi. Ralstonia sp. MI’de yapilan bir calismada esteraz enziminin farkli EDTA
konsantrasyonlarindaki aktivite profili incelenmistir. 0,1, 1 ve 10 mM EDTA varliginda
% kalan aktiviteler sirasiyla 105, 101 ve 85 olarak tespit edilmistir (Quyen vd., 2007).
DDT mevcudiyetinde aktivitenin azaldigi ve Iso degerlerinin oldukga kiguk degerler
oldugu gozlendi. Disllfur koprulerini indirgeyen DDT' nin (Smia owski-Fleter vd., 2000)
aktiviteyi azaltmasi, distlfur koprulerinin aktivite icin gerekli oldugu sonucunu ortaya
koyabilir. Serin birimlerini stlfolayan ve enzim aktivitesini inhibe eden PMSF (Cornec
vd., 1998) ile yapilan calismalarda da aktivite azalmis ve Isy degerleri oldukga kucuk
konsantrasyonlar olarak tespit edildi. Bu inhibisyon serinin katalitik grubun bir Gyesi
oldugu sonucunu ortaya koyabilir (Teo vd., 2003). Benzer bir calismada Ralstonia sp. Ml
esterazinin farkli PM SF konsantrasyonlarindaki aktivite profili incelenmistir. 0,1, 1 ve 10
mM PMSF varliginda % kalan aktiviteler sirasiyla 77, 80 ve 17 olarak tespit edilmistir
(Quyen vd., 2007).

Batin sonuclar degerlendirildiginde, bu iki mantar numunesinde esterolitik
aktivitenin mevcudiyeti ortaya konulmustur. Her iki mantar birbirine fazla benzemeyen
aktivite profilleri sergilemistir. Her iki 6zUtte de kisa karbon zincirli bir substrat olan pNPB
mevcudiyetinde aktivitenin maksimum olmas ve uzun karbonlu substratlar varliginda
aktivitenin az olmasi veya hi¢ olmamas karakterize edilen enzimlerin gergek esteraz sinifi

enzimler olabilecegi sonucunu ortaya koymaktadir.



5. ONERILER

Enzimlerin endlstride en ¢ok kullanildiklan alan hic sUphesiz organik sentezlerdir.
Sentez reaksiyonlan genellikle yiksek basing, yuksek sicaklik ve organik c¢ozicller
mevcudiyetinde gerceklestirilmektedir. Bu amacla sentez reaksiyonlarinda kullanilacak
olan enzimlerin, yukarida saydigimiz sartlarda kararli1 olmalar1 ve katalitik fonksiyonlarin
yuksek oranda gerceklestirilmeleri gerekmektedir. Gida, deri, deterjan, ilag gibi birgok
sanayide esteraz/lipaz enzimi kullamlmaktadir. A. vaginata var. vaginata mantar
numunesinden hazirlanan 0Ozltte gergeklestirilen 1sil kararlilik denemesinde, 30 °C'de
aktivite de buytk bir artis oldugu dikkati cekmektedir. 4. vaginata var. vaginata ve
T. terreum mantar numunelerindeki esteraz enzimlerinin genis bir optimum sicaklik
araigina sahip olmalar: bir avantgy olsa da, yuksek sicakliklarda diusik oranda 1sl
kararliliga sahip olmaar bir dezavantgjdir. Her iki mantar numunesindeki enzimlerin
aktivitelerinin genis bir pH arahiginda sabit kalmas da 6nemli bir 6zelliktir. Ayrica
T. terreum mantar numunesinin 12 karbonlu yag asidini igeren pNPL varliginda
aktivitesnin % 60 civannda olmasi, enzimin bu substratt da kullanabildigini
gostermektedir. Ozellikle uzun zincirli yag asitlerinin hidrolizi esteraz siifi enzimlerde
aranan bir 6zellik oldugundan, bu veri dikkat ¢ekicidir.

Bundan sonra yapilabilecek olan calismalar, ham 6zitte karakterize edilmis olan ve
mantarlar tarafindan oldukca fazla ekspres edilen bu enzimlerin salastiriimas: ve ileri

derecede karakterizasyonu olabilir.
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