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OZET

Bu calismada, Climacocystis borealis mantarindan elde edilen ham oOzutteki -
glukozidaz enzimi iyon degisim kromotografi yontemi kullamlarak saflastinlmis ve
ardindan saf enzimin biyokimyasal karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Ham 6zitin 4-
metilum-belliferil-p-D-glukopyranozid (MUG) ile boyanan dogal e ektroforezinde iki bant
gbzlenmistir. Yapilan iyon degisim kromotografisi sonucu yine ayni yontemle boyanan
dogal elektroforezinde tek bant gozlenmistir. C. borealis’in ham Ozutinden kromotografi
sonrasinda saflastirllarak elde edilen B-glukozidaz enzimi igin optimum pH 3,0 olarak
bulunmus olup, bu pH’da, 10°C’ de ve 24 saat sonunda enzimin aktivitesini %85 oramnda
korudugu gozlenmistir. B-glukozidaz enzimi igin optimum sicakligin 60°C oldugu
belirlenmistir. B-glukozidaz enzimi icin PNPG sustrat1 varliginda Vmass 72,46 U/mg ve
K- 8,96 mM olarak bulunmustur. Bazi metal iyonlarinin enzim aktivites Gzerine etkis
incelendiginde, B-glukozidaz enziminin aktivitesinin Mn?" iyonu mevcudiyetinde zayif bir
inhibisyona ugrachgi, diger metal iyonlari durumunda ise aktivitenin onemli OGlglde
degismedigi gozlenmistir. Bazi  kimyasalarin  enzim  aktivites Uzerine etkisi
incelendiginde, B-glukozidaz enzim aktivitesinin farkli kimyasallar mevcudiyetinde farkl:

oranlarda degistigi gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: B-glukozidaz, Climacocystis borealis, iyon Degisim Kromotografisi,
Saflastirma, Karakterizasyon
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SUMMARY

Purification and Characterization of B-glucosidase from Climacocystis borealis

In this study, B-glucosidase extracted from a mushroom Climacocystis borealis Was
purificated by using ion-exchange chromatography and than pure enzyme was
characterizated. Native electrophoresis stained by 4-Methylumbelliferyl B-D-
glucopyranoside (MUG) of the crude extract from C. borealis showed two bands. -
glucosidase from was C. borealis purificated by ion-exchange chromatography and a
single band was appeared on the native electrophoresis gel stained by MUG. B-glucosidase
enzyme showed pH optimum valueat pH 3,0. It was retained about % 85 of 3-glucosidase
activity after incubating at this pH point a 10°C for 24 hours. B-glucosidase showed
temperature optimum at 60°C . In the presence of PNPG, the 7., and K, vaues were
calculated 72.46 U/mg protein and 8.96 Mm, respectively. When investigated the effect of
some meta ions on the enzyme activity, 3-glucosidase activity inhibited in the presence of
Mr?* and wasn't exchange in the presence of other metal ions. When investigated the
effect of some chemicals on the enzyme activity, it was seen that 3-glucosidase activity

vary different ratios in the presence of some chemicals.

Key Words: B-glucosidase, Climacocystis borealis, lon-exchange Chromatography,
Purification, Characterization
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Gunumuzde enzim katalizli proseder, daha hizli, daha ekonomik, ¢evre dostu, Uriin
verimi oldukga yiksek ve safsizlik olusumu oldukca distk oldugundan, endustriyel ve
klinik uygulamalarda kimyasal reaksiyonlara kiyasla daha fazla tercih edilmektedirler.
Enzim katalizli proseslere duyulan bu ilgi, zamanla diinya genelinde bir enzim pazarinin
ortaya ctkmasina ve bu alanda yapilan calismalarin da artmasina neden olmustur. Gin
gectikce artan talepler, artik daha iyi 6zelliklere sahip ya da 6zellikleri gelistirilmis
enzimlere duyulan ihtiyaci da goOzler o6nune sermektedir. 2000 yilinda yapilan bir
arastirmaya gore, diinya enzim pazarinin ticari potansiyelinin 1,6 milyar dolar oldugu rapor
edilmistir. Endustriyel enzimlerin %601 Avrupa, geri kalan %40’ ik bolimi ise Amerika
ve Japonya tarafindan Uretilmektedir (Bhat, 2000).

Ticari enzim piyasasinda en cok Uretilen ve kullalan enzim sinifi %75 ile
hidrolazlardir. Seltlazlarin da icinde oldugu karbohidrolazlar ise hidrolaz sinif1 icinde 2.
blytk at grubu olusturmaktadir. Selllazlar, sellloz parcalayici enzim sisteminin genel
achdir ve bu enzim sistemi temelde U¢ bilegenden olusmaktadir. Selliloz pargalanmasnin
bu G¢ enzimin sinerjik calismasiyla gergeklestigi dustnulmektedir. Endoglukonazlar
selllozun i¢ B-1,4-glikozidik baglarint hidrolizle keserek yeni zincir uglarinin olusmasin
saglar. Ekzoglukanazlar da olusan bu yeni sellloz zincirlerini uclardan keserek ¢ozunur
sellobiyoz birimleri olustururlar. Nihai olarak B-glukozidazlar ise sellobiyoz birimlerini
glukoz birimlerine hidrolizler (Bhat ve Bhat, 1997). Guniumuzde ticari olarak kullanilan
selllozik enzimler Trichoderma ve Aspergillus mantarlarindan elde edilmektedirler
(Godfrey ve West, 1996). Fakat endustride selllaz kullammint kisitlayan en temel sebep
enzim Uretim maliyetlerinin yiksek, etkinliklerinin ise distk olmas: ya da istenilen
beklentilere tam olarak cevap verememesidir (Bhat, 2000).

Bu calismanin amaci agag Uzerinde yetisen ve yenilmeyen bir makromantar tird olan
Climacocystis borealis' ten endustriyel ve ticari potansiyeli olan B-glukozidaz enziminin

saflastirilmasi, biyokimyasal 6zelliklerinin incelenmesidir.



1.2. Seliilozun Yapisi ve Ozellikleri

Seliloz dogada en bol bulunan karbohidrat polimeridir. Ayrnca c¢evrenin
korunmasina yardim eden potansiyel bir yenilenebilir enerji kaynagidir. Y enilenebilir bir
kaynak olmasinin sebebi seltilozu olusturan karbonun fotosentezle tekrar dongiye dahil
edilebilmesinden kaynaklanmaktadir (Suto ve Tomita, 2001). Seltloz molekiltu oldukca
kararli bir biyomolektldur ve 25 °C’ de B-glukozidik bagin kesimi i¢in yarilanma émri 5-8
milyon yildir (Wolfenden ve Snider, 2001). Fakat daha hizl1 olan selllozun enzim katalizli
biyodegredasyonu ise karbonun tekrar atmosfere donmesi icin oldukga dnemlidir.

Seliloz, glukozun B-14-baglariyla olusturdugu bir biyopolimerdir. Suda
¢Ozunmeyen sert bir yapiya sahiptir. Bitisik seltiloz zincirleri ve selliloz tabakalar1 arasinda
Hidrojen ve van der Waals kuvvetleriyle olusan parale dizilim, gucll, kararli ve
kristalimsi bir yap1 olusturur. Bu dizilim seliloz liflerinin olusmasini saglar (Demain vd.,
2005).
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Sekil 1. Seltloz molekiliniin yapist (URL-1).

Enzimatik olarak selilozun hidrolizi hem teknik hem de biyokimyasal agidan
oldukca 6nemlidir. Son yillarda yasanan yakit krizlerinden sonra etanol, petrol yerine yakit
olarak daha onemli hale gelmeye baslamistir. Mayalar kullanmlarak selllozdan etanol
uretimi calismalari halen devam etmektedir. Ayni zamandafosil yakitlarinin kullanimindan
dolayi CO,’'nin artan emisyonunun iklimsel degisikliklere sebep oldugu disindlirse

yenilenebilen enerji kaynaklarindan enerji Uretimi gelecek icin oldukca onemlidir.



Yenilenebilen bir karbon kaynagi olarak selilozik materyalin basarli bir sekilde
kullammu selllaz Gretimi ve seltiloz materyalinin heksoz ve pentozlar gibi disik molekdl
agirlikl Urinlere enzimatik hidrolizi icin ekonomik olarak kullanigli prosesler gelistirmeye
baghdir. Selllaz Oretimi, selilozik biyokitleden etanol Uretimi esnasindaki en pahali
adimdir. Toplam maliyetin yaklasik % 40'1 bu basamaktadir. Selllaz Uretim teknolojisinin
ticari kapasitesini zenginlestirmek icin Onemli derecede maliyet fiyatimin azaltiimasi
gerekmektedir (Spano, 1978).

1.3. Seliilazlarin Genel Ozellikleri

1.3.1. Seliilazlarin Smiflandirilmasi

Selllazlar baglica bakteri, mantar ve protozoaar tarafindan Uretilen bir enzim
anifidir ve selilozun 1,4-B-D glikozidik baglarimn hidrolizini katalizlerler. Bunun
yaninda, bitki ve hayvan gibi diger tip organizmalar tarafindan da Uretilirler. Bircok farkh
¢esit selllaz enzimi bilinmektedir. Bunlar yapisal ve mekanistik olarak farklidirlar. Bir
grup mikroorganizma yuksek molekdl agirlikli bir enzim kompleksi Uretir. Seltlozom
olarak adlandirlan bu yapi, farklh seldlolitik enzimlerin bagli bulundugu selulozoma
entegre olmus proteinlerden olusur. Oysa ¢cogu mantar ve bakteri bircok farkl tekli
seltilolitik enzime sahiptir. Mantardaki sellilaz sistemi bakteriyel sisteme gére daha az
karmasiktir. Bu grup enzimlerin EC numarast EC 3.2.1.1°dir. Tek bir enzim tam olarak
seltlozun parcalanmasni katalizleyemeyebilir. Bunun icin genellikle birden fazla enzim
gereklidir. Substrat olarak selilozun mevcudiyetinde basarili bir sekilde biyilyen
organizmalar, en az U¢ farkli enzimden olusan bir selllaz kompleks olusturabilirler
(Chapin vd., 2002).

Selilaz enzim sistemi gogunlukla 3 farkli enzimden olusmaktadir. Bunlar 1)
Endoglukonazlar (EC 3.2.1.4, karboksimetil selilaz, endo-1,4-p-D-glukanaz), 2)
Ekzoglukanazlar (EC 3.2.1.91, sdllobiyohidrolazlar, ekzo-1,4-3-D-glukanaz) ve 3) -
Glukozidazlar (EC 3.2.1.21, B-glukozid glukohidrolaz) olarak siralanabilir (Bhat ve Bhat,
1997).

Selllolitik enzimler kesin olarak bir gruba dahildirler (endo- ve ekzoglukanaz gibi).
Fakat bazi endoglukanazlar ekzoglukanaz aktivitesi de gosterirken (Kim, 1995), ters



olarak bazi ekzoglukanazlar da endoglukanaz aktivitess gosterebilirler. Fonksiyonel
ozellikler farkli enzimler arasinda degisebilir. Bazi enzimler bir tip selllolitik aktivite
gosterirken, digerleri degisen derecelerde coklu selllolitik aktivite gosterebilirler (Hilden
ve Johannson, 2004).

Selilazlarin 3 boyutlu yap1 ve primer yap1 ¢alismalari, bu enzimlerin genellikle asit
baz katalizini takip ettigi ve aktif bolgelerinde ya iki Asp ya da bir Asp ve bir Glu
oldugunu ve katalize katildigim gostermistir (Bhat ve Bhat, 1997).

1.3.1.1. B-Glukozidazlar

Selilaz  enzim dgisteminin @ bir  bileseni  olan  B-glukozidazlar  sadece
sellooligosakkaritler ve sellobiyoz Gizerinde aktivite gosterirler. Yani diger iki enzim gibi
selllozu substrat olarak kullanamazlar. Bu enzim glikozil hidrolaz alesinin 1. ve 3.
snifina dahildir. Katalitik yapilarinin incelenmes ve primer ara benzerliklerine dayanarak
glikozil hidrolazlar, yaklasik 80 smifa ayrnlmistir. Farkli sniflara ait olan glikozil
hidrolazlar hem yapisal hem de substrat spesifikligi agandan birbirinden farkhiliklar
gosterebilir (Crennell vd., 2002). Bu sniflandirmaya gore 1. simif 6-fosfo-3-gal aktozidazi
(EC 3.2.1.85), 6-fosfoB-glukozidazi (EC 3.2.1.86), laktaz-filorizin hidrolazi (EC
3.2.1.108), mirosinazi (EC 3.2.3.1) ve ilaveten B-glukozidazi icermektedir (Guasch vd.,
1999).

B-Glukozidazlar tarafindan katalizlenen B-glikozidik baginlarinin hidrolizi sonucu
disakkarit, oligosakkarit ya da konjuge olmus glukozidler olusur. Bu ytizden dogada farkl:
rollere sahip B-glukozidazlar bulunur. Enzimatik sistemdeki mevcudiyetleri bitkinin
biyokutlesinin yikimim ve insanlarda Guacher’ s hastalig1 gibi molekler patolojilerin agiga
ckmasini saglar. B-glukozidazlann baska bir onemli Ozelligi de sekerlerin ve seker
turevlerinin spesifik enzimatik sentezi icin 6nemli olan transglikozidasyon (glikozidik
birimlerin transferi gibi) aktivitesine sahip olmasdir (Guasch vd., 1999). Bu enzimler
ozdllikleickinin lezzetinin artinlmasinda kullanilir (Bhat ve Bhat, 1997).

Bu enzimin diger isimleri gentiobiyaz ve sellobiyazdir. B-Glukozidazlar substrat
spesifikligine gore 3 simifa ayrilirlar. Sinif 1 enzimler glikozil B-glukozidaz ve aril B-
glukozidaz aktiviteleri gosterir. Bu sanmif enzimler aynca sellobiyoz, laktoz ve B-p-

nitrofenilglukozid, B-p-nitrofenilgalaktozid ve B-p-nitrofenilfruktozid ve diger benzer



substratlar: hidrolizler. Sinif 2 enzimler ise sadece glikozil B-glukozidaz aktivitesine
sahiptir, bu ylzden sadece sellobiyoz ve laktozu hidroliz eder (gercek sellobiyazlar). Sinif
3 enzimler ise aril (veya alkil) B-glukozidaz aktivitesine sahiptir. Bu enzimler B-PNPG ve
benzer substratlara kars: 6nemli bir aktivite gosterirler (Ponhot ve Low, 2002).

B-Glukozidaz, selllozun sakkarifikasyonunda en dnemli hiz sinirlayict basamaktir.
Ayrica, memeli lizozimlerindeki glikolipidlerin ve sellilozun yikiminda ve bitkilerdeki
glikozillenmis flavonoidlerin kesiminde anahtar bir role sahiptir (Li vd., 2005).

B-Glukozidazlar organik ortamda 3-glukozidik baglarin olusumunda kullanilir. Fakat
hala bu alanda kullamilan B-glukozidaz enzimleri agisindan bazi sinirlayici faktorler vardir.
Bunlardan bazilar1 yuksek fiyat, distk kararlilik ve tekrar kullammlarda immobilizasyona
duyulan ihtiyagtir. Bu yizden daha kararl1 ve ucuz katalizorlere ihtiyag vardir (Yu vd.,
2007).

1.3.2. Reaksiyon Mekanizmalari

Enzimatik sellloz hidrolizi igin genis ¢apta kabul gbren mekanizma endo- ve ekzo-
glukanaz ve B-glukozidaz tarafindan olusturulan sinerjik bir eylemdir. Endoglukonazlar
(EC 3.2.1.4, karboksimetil seltlaz, endo-1,4-B-D-glukanaz) seltiloz zincirinin molekdl igi
ulagilabilir B-1,4-glikozidik baglarim hidrolizleyerek yeni zincir uclart olusturur.
Ekzoglukanazlar (EC 3.2.1.91, sellobiyohidrolazlar, ekzo-1,4-B-D-glukanaz) olusan bu
yeni seluloz zincirlerini uglarindan keserek c¢ozinur sellobiyoz ve glukoz birimleri
olusturur. B-Glukozidazlar (EC 3.2.1.21, B-glukozid glukohidrolaz) ise sellobiyozu
glukoza hidrolizler (Sekil 2) (Percival vd., 2006). Bu enzimler iginde agamal1 ve asamal1
olmayan tipler vardir. Asamal1 sellllazlar sirekli tek bir polisakkarit zinciri ile etkilesimini
surdurdr, asamali olmayan seltlazlar ise bir polisakkarite dnce baglamp sonra ayrilirlar ve
daha sonra bagka bir polisakkarite baglamirlar (Chapin vd., 2002).

Sellloz Sellobiyoz
- _Endoglukanaz, | o0z |-EKzZoglukanag -dukozidag | Glukoz

Sdliiloz Sdllotetroz

Sekil 2. Seltilozun sellloz enzim sistemi ile glukoza hidrolizinin sematik gosterimi



B-glukozidazlar karbohidratlar Uzerine etki eden enzimlerdir ve genel asit baz
mekanizmasi ile oksijen nukleofilleri arasindaki glikozil transferini katalizlerler. Bu da
anomerik yapinin sabit tutulmas ve bir kovalent glikozil-enzim ara Grinuniin olusumu ile
olur. Fizyolojik sartlar altinda boyle bir transfer reaksiyonu genellikle B-glikozidik bagin
disakkarit, oligosakkarit ya da konjuge olmus glukozidlerin hidroliziyle sonuclanir (Mc
Carter vd., 1994).

1.3.3. Seliilaz Aktivite Testleri

Selilozik substratlarin fiziksel heterojenligi ve farklt mikroorganizmalar tarafindan
uretilen selilaz sistemlerinin komplekdliligi, seltlaz aktivitelerinin dlgimi igin birgok
deneysel prosediriin gelismesine neden olmustur. Kullanilan dogal substratlardaki dnemli
yapisal farkliliklar, farkli selilaz bilegenlerinin aktivitelerinin 6lcllmes igin ortaya
konulan cesitli prosedirler ve sellilaz bilesenlerinin  sinerjik hareketi, |aboratuar
caligmalarim zorlastirmaktadir (Bhat ve Bhat, 1997). Bu ylzden selUlaz aktivitesini 6lgmek
icin kullanmlan uygun substrat ve metodlar asagida verilmistir.

Selllaz aktivitesini 6lcmek icin iki temel yaklasim mevcuttur; 1) ayr1 ayn selllaz
aktivitelerini  (endo-, ekzoglukonaz ve B-glukozidaz) 6lcmek ve 2) toplam seliilaz

aktivitesini 6lgmek.

1.3.3.1. Toplam Seliilaz Aktivitesi

Toplam selllaz aktivitesinin tayininde pamuk, filtre kagidi ve hidroseltloz gibi
sellloz igeren materyaller kullanilir ve enzim aktivitesi indirgen sekerlerin agiga ¢ikmasi
ile belirlenir (Bhat ve Bhat, 1997).

1.3.3.2. Endoglukonaz Aktivitesi

Bu enzimin aktivites ¢cogunlukla yuksek polimerizasyon derecesine sahip ¢6zunur
bir seltloz turevi ile, 6rnegin karboksi metil seliloz (CMS) gibi, 6l¢lltr. Endoglukanaz
aktivites substrat vizkozitesindeki azalmayla ya da indirgen seker testiyle belirlenen

indirgen uclarn artisimin 6l¢cimine dayanir (Percival vd., 2006).



1.3.3.3. Ekzoglukanaz Aktivitesi

Ekzoglukanazlar seliloz molekdllerinin ulasilabilir ucglarim keserek glukoz ve
sellobiyoz agiga cikarir. p-nitrofenil-p-D-sellobiyozidin hidrolizi ile agiga cikan p-
nitrofenoltin olusum hiz1 tayin edilerek ekzoglukanaz aktivites tespit edilebilir (Perciva
vd., 2006). Ayrica Aviced kullanilarak agiga cikan indirgen sekerlerin belirlenmesiyle de
tespit edilebilir (Bhat ve Bhat, 1997).

1.3.3.4. B-Glukozidaz Aktivitesi

4-metilumbelliferil-3-D-glukopiranozid  ve  B-naftil-B-D-glukopiranozid  gibi
substratlarin  hidrolizlenmesiyle agiga cikan floresan ya da p-nitrofenil B-D-1,4-
glukopiranozid substratimin hidrolizi ile agiga ¢ikan renkli Grinin (p-nitrofenol) 6lciimine
dayanir (Perciva vd., 2006). Ayrica substrat olarak sellobiyozun kullaniimas ve agiga
cikan glukozun tayini ile tespit edilebilir (Bhat ve Bhat, 1997).

1.3.4. Seliilaz Uretiminin indiiklenmesi ve inhibisyonu

Selilazlar indUklenebilen enzim sistemleridir. Simdiye kadar calisilan tom
mikroorganizmalar en yuksek selilaz dretimini seliloz Gzerinde buytduklerinde
gostermiglerdir. Sellobiyoz, laktoz ve sophorozun da bazi mikroorganizmalarda selllaz
sisteminin Oretimini ya komple ya datam olarak artirdigi bilinmektedir. Disakkaritlerin ve
tiyosellobiyozun palmitat ve asetat esterleri de selilaz indikleyicileri olarak fonksiyon
gostermektedir. Bunlara ragmen, seliloz birgok mikroorganizmada yiksek miktarda
seltlaz Gretimi icin eniyi karbon kaynag: oldugu tespit edilmistir (Bhat ve Bhat, 1997).

Bu varsayim selllaz Gretiminin indiksiyonu ve regulasyonu agisindan énemli bir
sorunun ortaya gtkmasim saglamistir. Bu soru mikrobiyal htcrenin igine giremeyen ve
¢OzunUr olmayan bir substratin seltilaz Gretimini nasil indikledigi ve regile ettigidir. Genel
olarak mikroorganzimalarda kabul goren indiklenme sekli, ilk olarak selllozu ¢dzundr
sekerlere hidrolizleyen disik seviyede sirekli selllaz Uretimidir. Bu sekerler de gergek
indukleyicilere donusurler. Bu indukleyiciler ya dogrudan ya da dolayl1 yollardan hiicreye
girerler ve DNA baglanma proteinini etkileyerek sellilaz gen ekspresyonunu artirirlar.



Ayrica sellobiyoz da bazi mikroorganizmalarda seltilaz sisteminin dogal indikleyicisidir.
Yapilan calismalar sophorozun da genel bir indikleyici olamayacagi sonucunu ortaya
koymustur (Bhat ve Bhat 1997).

Protein sentezinin inhibitérlerini  kullanarak gerceklestirilen calismalar selllaz
olusumunun translasyonel seviyede regule edildigi sonucunu ortaya koymustur. mRNA
seviyesinin Odlgimine dayanan kanitlar selilaz olusumunun pretranslasyonel seviyede
oldugunu gbstermistir. 7. reseei’ de tum seltlaz indukleyicileri 3 temel selilazin (CBHI,
CBH Il ve endoglukanaz ) sabit bir oranda sentezini saglar. Butun bunlar bu ¢ selllaz
bileseninin ekspresyonun koordineli olarak regile edildigini gostermektedir. Aksine, diger
mikroorganizmal ardaki selllaz genlerinin transkripsiyonunun incelenmesi
transkripsiyonun siki bir sekilde koordine edilmedigini gostermistir. Kisacasi, transkripte
edilen selllaz geninin tirt kadar, buytume icin kullamlan karbon kaynagina bagli olarak
transkripsiyon seviyesinde de 6nemli bir degisim vardir (Bhat ve Bhat, 1997).

Karbon katabolit baskilanmas: da bakteri ve mantardaki selllaz Uretimini kontrol
ettigi bilinen regulatér mekanizmalardan biridir. Bu durumda, selllaz hidrolizinin son
Urini seltler proteinle transkripsiyon seviyesindeki genle etkileserek bir kompleks
olusturarak bir etkilesim yapar ve sellilaz sentezini baskilar. Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisiae ve Clostridium thermocellum’da karbon katobalit baskilanmasi
olur. Karbon katabolit baskilanmasi igin kamt, glikolitik mekanizma ile iligkili diger
karbon kaynaklarimin, glukozun ve gliserolin Uzerinde biylimes esnasinda selllazin
olusmamasidir (Bhat ve Bhat 1997).

Indilklenme, katabolit baskilama ve Urun inhibisyonu ve simirli karbon kaynag:
mantar ve bakteride sellilaz sentezinin regulasyon mekanizmasinda yer aldigi belirlenmis
olmasna ragmen, selilaz sentezinin regilasyon mekanizmasi hakkinda c¢ok az sey
bilinmektedir (Bhat ve Bhat 1997).

1.4. Seliilazlarin Bulundugu Organizmalar

Bircok mikroorganizma, selllaz enzimlerini Ureterek ve bu enzimlerle sellloz
molekilind hidroliz ederek uygun sartlarda Grin olusumu ve blyumeyi saglarlar.
Selllazlar ve hemisdlUlazlar (glikozil hidrolazlar) bakteri, mantar, maya ve aktinomisitler

gibi genis bir mikroorganizma grubu tarafindan dretilmektedir. Buna paralel olarak yiksek



bitkiler, protozoalar, mantar ve bakterileri igeren genis bir organizma grubunda birgok
seltlolitik enzim sistemi calisilmigtir.

Selilaz aktivites yoninden mantarlar oldukga zengin organizmalardir. Birgok
mantar oldukca benzer enzimatik aktivitelere sahip birgok enzim uretir. Ornegin
Trichoderma en az dort endoglukanaz, iki sellobiyohidrolaz ve ¢ endoglukanaz sentezler
(Jorgensen vd., 2003). Simdiye kadar selllazlarin en iyi ¢alisildigi mantarlar Trichoderma
ve Aspergillus turleridir (Sun ve Cheng, 2002). Phanerochaete chrysosporium 1IS.
Pulverulentum (Eriksson, 1978), Fusarium solani (Wood ve McCrae, 1977), Penicillium
pinophilum (Bhat vd., 1989), Talaromyces emersonii (Mcltale ve Coughlan, 1980),
Trichoderma koningii (Wood ve MeCrae, 1982), Trichoderma reesei (Kyriaeou vd.,
1987;Kubicek vd., 1988), Aspergillus terreus (Mirzaakhmedov vd., 2007; Nazir vd., 2009),
Bipolaris sorokiniana (Geimba vd., 1999) ve Fusarium oxysporum (Duan vd., 2006)
mantarlar simdiye kadar seltlaz enzimleri ¢alisilan tlrlerden bazilarnidir.

T. reseei’ den hazirlanan ticari selilaz enzim karnsimi oldukcga populerdir. Fakat bu
enzim kansim yiUksek oranda endo- ve ekzo-glukanaz aktivitesi gosterirken, oldukca
dustk B-glukozidaz aktivites gosterir (Rosgaard, 2006). Bu yuzden son zamanlarda
Aspergillus tUrlerinden izole edilen selllaz enzimlerine ticari potansiyel kazandirma
calisgmalan yapilmaktadir (Shaukat, 2002). Ayrica son zamanlarda yapilan calismalar,
Penicillium turlerinin de tam bir selllaz enzim sistemini igerdigini ortaya koymustur. Bu
turlerin de Trichoderma’dan daha iyi B-glukozidaz ve total selllaz aktivitesine sahip
oldugu tespit edilmistir (Krogh vd., 2004).

Simdiye kadar bakteriler tarafindan Uretilen seltlazlar hakkinda da bircok calisma
yapilmis ve bu bakterilerdeki selllaz sistemlerinin bir¢ok bileseni klonlanmistir (Oneil vd.,
1986; Foong vd., 1991). Ornegin termofilik bir bakteri olan Clostridium thermocellum
yiksek selllaz aktivitesine sahiptir ve bu enzimler kismen termokararli enzimlerdir
(Beguin vd., 1985; Lemaire ve Beguin, 1993). AyrnicaBacillus turleri bir grup ekstraselller
polisakkarit hidroliz eden enzim Uretmektedirler (Priest, 1977). Bunun disinda selUlazlar
Ruminococcus flavefaciens (Latham vd., 1978), Acetivibrio cellulolyticus (Saddler ve
Khan, 1981) ve Flavobacterium johnsonae (Okamoto vd., 2000) bakterilerinden de
saflagtinlmis ve karakterize edilmistir.

Selllaz aktivitesine sahip sinirl1 sayida maya vardir. Bu tirlerden biri Cryptoccus

(Thongekkaew vd., 2008) digeri ise Pichia pastoris mayasidir (Turan ve Zheng, 2005).



10

Ayrica gevis getiren hayvanlarda bulunan simbiyotik bakteriler de selllaz
aktivitesine sahiptir. Molekuler biyoloji tekniklerindeki son gelismeler kendi selllazin

Ureten termitler gibi bazi omurgasizlarin da varligin ortaya koymustur (Ledger vd., 2006).

1.5. Seliilazlarin Kullanim Alanlar

Selllazlar ve iliskili polisakkaridazlarin lignoseltlozu glukoz ve ¢ozinlr sekerlere
donlstirme potansiyelinin bilinmesinden dolayr bu enzimler Uzerinde yapilan aktif
arastirmalar 1950’11 yillarda baslamistir (Bhat, 2000). 1970’li ve 80'li yillarda bu enzimler
Uzerine yapilan temel ve uygulama arastirmaar ise enzim katalizli islemlerde
lignosel tlozun ¢ozunlr sekerlere biyodonitstiminin oldukga zor ve ekonomik olmadigin
ortaya koymustur. Buna ragmen, seltilazlar, hemiselUlazlar ve pektinazlar Gizerinde devam
eden calismalar, bu enzimlerin bircok endustriyel alandaki biyoteknolojik potansiyelini
aciga cikarmistir (Bhat, 2000). Y ukarida da belirtildigi gibi bu enzimlerin yuksek maliyeti
ve dusUk verimi endustriyel uygulamalar icin baslica problemdir. Bu ylzden pahali
olmayan substratlari kullanabilen yeni enzimler Uzerinde calismalar yapilmakta ve enzim
etkinliginin artirlmas: amaglanmaktadir (Thongekkaew vd., 2008).

Fosil yakitlarinin hizla tikenmesi, sera gazi emisyonu ve fosil yakitlarin tam olarak
yanmamasi sonucu olusan hava kirliligi lignoseltlozik materyalden biyoetanol Uretimi
Uzerine ilginin artmasina neden olmustur. Ozellikle selilazlar: kullanarak lignosel tilazik
materyalin enzimatik hidrolizi mimkindir. Boylece seltlozik biyokitle glukoza gevrilir
ve glukoz da etanol Oretimi icin kullanilir. Biyoetanol Uretim proseslerinin ekonomik
olmas icin ise kullanilan hidroliz enzimlerinin Uretim maliyetlerinin disUrilmes ve enzim
etkinliklerinin artirllmasi gerekmektedir (Sun ve Cheng., 2002).

Bunun disinda selUlazlarin kullamm alanlari;

o Tekstil endistrisinde pamugun yumusatilmas ve kotlarn taslamasi

o Selulozik giysilerin genel kalitesinin, parlakliginin  ve plrdzsizlGgunin

artirilmast

e Deterjan sektoriinde renklerin korunmas, temizleme ve gokmeyi 6nleyici olarak,

e Yiyecek endustrisinde lapa yapimi

e Meyve suyu ve birafiltrasyonunda ve yag ekstraksiyonunda veriminin artirilmasi
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o Kagit ve kuspe endustrilerinde akiskanligin artirilmast ve liflerin modifiye

edilmesi

e Firin Urdnlerinin ve hayvan yemlerinin besinsel degerinin artirilmas

e Geri donusum kagitlarimn 6zelliklerinin gelistirilmesi (mirekkeplerin ¢ikarilmas:

gibi)

e Kahveninticari olarak islenmesi

e Ilagc endistrisi (insan midesinde bulunan bir seliiloz formu olan fitobezoarlann

tedavis gibi) olarak sralanabilir (Kirk vd., 2002;; Parry vd., 2002; Cherry ve
Fidantsef, 2003; Wang vd., 2005).

Ayrnca son yillarda selllolitik enzimler kullamlarak zirai, orman ve yiyecek isleme
endustrilerinin  Urettigi  selilozca zengin olan atiklarin  biyoddnisimi icin  yeni
teknolojilerin gelistirilmesi ¢alismalar: da yapilmaktadir (Wang vd., 2005).

Farkli endistri kollannda selllaz enzimlerinin kullanimina paralel olarak ozellikle
belirli kimyasal 6zelliklere sahip selllolitik aktivite gosteren enzimlere blyuk talep vardir
(Wang vd., 2005).

1.6. Mantarlarin Genel Ozellikleri

Eski zamanlardan beri mantarlar gunltk beslenmenin yani sra, glizel aromalar ve
tatlan sebebiyle de insanlar tarafindan tuketilmektedir. Mantarlarin tedavi edici amacla
kullammu ginden gine artmaktadir. Son yillarda mantarlar fizyolojik olarak aktif
bilesiklerin gekici bir kaynagidir. Mantarlar baslica gida ve ilag sanayinde kullanilmaktadir
(Wasser ve Weis, 1999). Ekstraktlarin antiviral, hematolojik, antitimorijenik ve hipotensiv
etkileri oldugu rapor edilmistir (Chang ve Miles, 1989).

Y abani olarak yetisen mantarlar diinya ¢apinda yaygindir. Dinya lzerinde var olan
mantar turlerinin say1s1 tam olarak bilinmemekle birlikte on binler civarinda oldugu tahmin
edilmektedir. Bilinen turlerin ylzde ondan daha az bir kismunin yenilebilir oldugu, buna
yakin bir oranda tiiriin ise zehirli oldugu dilstinilmektedir (Toth, 1995). insanlar zehirli
mantar turlerinden uzak durmay: deneme yanilma ile 6grenmislerdir. Ginimuizde gelisen
kultarleme teknikleri sayesinde yil boyu oldukga buyik miktarlarda kilttr mantar: Uretilip

satilmaktadir. Kultart yapilan iki yaygin mantar tirl Agaricus bisporus Ve Lentinus
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edodes’tir (Shiitake). 4. bisporus bat toplumlarinda, L. edodes ise uzak dogu Ulkelerinde
yaygindir (Miles ve Chang, 1997).

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

1.6.1. Climacocystis borealis Makromantarmm Ozellikleri

Climacocystis borealis (Fr.:Fr.)Kotl.&Pouzar mantar1 ladin agaglarimin govde
kisimlarinda, kesilmis olan aga¢ govdelerinin Uzerinde oldukca yaygin bir sekilde
bulunurlar.Bununla birlikte cam ve slipiirge otu agaclarinin gbvdesinde de sanki zayif bir
parazitmis gibi bulunduklarida gordlmastir. Yaygin olarak bulunma zamarn erken yaz ya
da geg sonbahar donemleridir.

Genellikle bulundugu yere kisa bir uzant ile baglidir. Bagli oldugu yerden 30-120
mm c¢ikintt yapmistir ve bir taraftan diger tarafa 5-120 mm'dir. Kalinlhigr 15-30 mm’dir.
Sapka yuzeyinin Usti kalbur ve pul pul, cizgili bir sekilde oluklu, diz olmayan bir
yapidadir.

Sekil 3. C. borealis makromantarinin friktifikasyon organlar
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Ilk olusma doneminde rengi beyaz, olgunluk doneminde saman sarisicir. ik
olustuklarinda kenarlar1 siskin, olgunluk doénemlerinde ise kenarlari, keskin, dalgali ve
gendllikle ylzeyden daha sandir. Yizeyin at kismindaki por tabakasi ilk olustuklarinda
beyaz, olgunlasma déneminde sarimtraktir. Por ceperleri acisal olup, ileri zamanlarda
labirent seklindedir. Sapka Uzerindeki kana seklindeki yapilarin genislikleri 2-6 mm’dir.
Sapka elastik ve etli bir yapiya sahiptir. Cift kat yapsi lifli ve oldukca saglamdir. Sapka
beyazdan kreme calan bir renge sahiptir. Hos kokulu olup, buruk mayhos bir tad: vardir.
Genellikle bir govde Uzerinde dizineler seklinde toplu halde bulunurlar. Ancak nadirende
olsatek baslarna gorulebilirler (Kranzlin, 2005).

1.7. Cahismanin Amaci

Enzim teknolojisinin ginimiizde giderek gelismesi, Urtnlerin kullanim aanlarinin
cesitliligi ve ekonomik degerlerinin ¢ok yuksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin
endustriyel enzimlerle ilgili aamnda yapilan cesitli arastirmalar daha da ©6nem
kazanmaktadir. Endustriyel enzimler ¢ok cesitli proseslerde uygulanabilmelerinden dolay:
Ozellikle mikrobiyal kokenli olanlar icin gelen talep strekli artmaktachr. Enzim katalizli
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.

Selllazlar Uzerine yapilan calismalar son yilz yilda blyUk bir hiz kazanmustir.
Onemli ilerlemeler, selilazin Uretiminin, seliloz yikiminin biyokimyasmn anlasilmas,
selilaz geninin ekspresyonu ve klonlanmas ve bazi selilazlarin Ug¢ boytlu yapisnin
belirlenmes  yonundedir. Aynca selilazlarin potansiyel endustriyel uygulamalarnn da
belirlenmistir. Seltlazlann ticari potansiyelinin gelistiriimes Onindeki 6nemli  engel
selllaz Oretiminin verimliligi, kararlilig, 6zgunligi ve maliyetidir. Bu ylUzden ileriki
calismalar bu sorunlan giderebilecek calismalara odaklanmalidir. Calismalar, ayrica
mevcut ve yeni seltlazlarin ticari potansiyellerinden yararlanmay1 amaglamalidir (Bhat ve
Bhat, 1997).

Bu calismamn amaci, Trabzon un Hidirnebi Yaylasindan elde edilen C. borealis
mantar turtinden selllaz sistemininin bir enzimi olan B-glukozidazin kolon kromotografisi
ile saflastinimast ve saf enzimin biyokimyasal olarak karakterizasyonudur. Enzim aseton
¢coktirmesi ve iyon degisim kromotografisi ile Q-Sefaroz kullamlarak saflastirilmustir.
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Enzimin karekterizasyon calismas: kapsaminda optimum pH, optimum sicaklik, 1sl ve pH
kararliligi, metal iyonlarin ve ¢esitli kimyasal maddelerin etkisi, substrat konsantrasyonun
aktivite Uzerine etkis incelenerek bazi kinetik sonuglara ulagilmistir. Boylece saflastirilan

enzimin biyokimyasal 6zellikleri ortaya konulmustur.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullamlan Malzeme ve Cihazlar

2.1.1. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 1'de verilmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihazlar

Cihaz Adh Model Firma
Spektrofotometre Lambda 25 Perkin Elmer
Protein Elektroforezi P8DS Owl Separation Systems
Santrif(j Rotina35 R Hettich Zentrifugen
Jel Goruntileme Sistemi Gel Logic 200 Imaging System Kodak

Kuru Hava Banyolu Inkiibator EN400 Nive

Saf Su Cihazi Arium 611UV Sartorius

Ligasyon Firim ES110 Nive

Kuru Haval1 Calkalayici MaxQ Mini 4450 Shaker Barnstead/Lab-Line
pH Metre WTW pH 720 InoLab

Buz Makinesi FM-80EE Hoshizaki

Vorteks Type 37600 Mixer Thermolyne
Buzdolab: BD4303ANFE Profilo

Terazi Pioneer Ohaus

Amicon Ultracel Membrane 10.000 MWCO Milipore
gfﬂ)ﬁk:o%eilooo uL/1000-5000uL) 1 Cras® Socorex

Isitict /Magnetik Kanstiric HS31 Chiltren

Fraksiyon Toplayici 500 Retriever

UV Dedekto6ri UA-6 UV/VIS Detector
Pompa TnsTM Teledyne Isco

Cam Kolon 1.5x10 cm,1.5x30 cm Sigma

Vakum Pompasi PC101 Vacuubrand
Liyofilizat6r Benchtop K Virtis
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2.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Bu calismada substrat olarak kullanilan p- nitrofenil-B-D-glukopiranosid (PNPG),
4-metilyumbelliferil-B-D-glukopiranosid (MUG) ve kolon dolgu maddesi olarak kullamlan
Q-Sepharose fast flow Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO, USA)’ dan temin edilmistir.

2.2. Deneysel Calismalar
2.2.1. Cozeltiler ve Tamponlar
Gergeklestirilen deneysel calismalar esnasinda kullanillan ¢ozeltiler, icerikleri ve

hazirlanuslarr Tablo 2'de verilmistir. Bitiin cozeltiler cift destile saf su (dd H20) ile

hazi rlanmustir.

Tablo 2. Kullarilan ¢ozeltiler veicerikleri / hazirlans

Cozelti Adu Icerik / Hazirlars

Tampon Cozeltiler

Glisin-HCl Tamponu 3,75 g glisin suda gdzllerek 1M HCI ¢ozeltisi ile pH's ayarlanip
(50mM, pH 2,0-3,0) 1L ’ye tamamlandh.
Sodyum-Asetat Tamponu 4,1 g sodyum asetat suda ¢oziilerek 1M asetik asit gozeltisi ile
(Na-Ac) (50mM, pH 4,0-5,0) pH’s1 ayarlanip 1L’ye tamamlandi.
8,7 g K,HPO, Uin 1L suda ¢dzilmesi ile hazirlanan ¢ozelti 6,8 g
F T 2HPO,
osfat Tampony KH,PO, in 1L suda ¢ozllmesi ile hazirlanan ¢ozelti ile titre
(50mM, pH 6,0-8,0) edilerek pH’ 1 istenilen degere ayarlanarak hazirland:.
Tris-HCl Tamponu 6,05 g tris bazi suda goziilerek 1M HCI gozeltisi ile pH's
(50mM, pH 9,0) ayarlamp 1L’ ye tamamland.
A Cozeltis (0,1 M sitrik asit 5,253 g sitrik asit monohidratin saf su ile ¢ozUlUp hacminin 250
monohidrat) ml’ye tamamlanmasi ile hazirland:.

B Cozeltis (0,2 M disodyum hidrojen 8,90 g Na,HPO,.2H,0O’ nun saf su ile ¢6zilip hacminin 250 ml’ye
fosfat dihidrat) tamamlanmas ile hazirlandh.

80,3 ml A ¢ozeltisi ile 19,7 ml B ¢ozeltisi kansimindan 20,8 ml

Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 3,0) ainip saf su ile hacminin 50 ml’ ye tamamlanmast ile hazirland.

Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 4,0) 62 ml A ¢ozeltisi ile 38 ml B ¢ozeltisi karisimindan 18,1 ml alimip
saf suile hacminin 50 mL’ye tamamlanmasi ile hazirland.

49 ml A ¢ozeltisi ile 51 ml B ¢ozeltisi karisimundan 16,6 ml alinip

Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 5,0) saf suile hacminin 50 ml’ye tamamlanmas ile hazirlandh.




Tablo 2'nin devamu
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KCI-HCI Tamponu
(50 mM,pH 1,0-2,0)

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

Sodyum-Asetat Tamponu
(Na-Ac) (20mM, pH 5,5)

Asetat Tamponu (Tuzlu)
(20mM, pH 5,5)

Asetat Tamponu (Tuzsuz)
(20mM, pH 5,5)
2M NaCl Cozeltisi

Etanol % 20'lik (V/v)

0,745 g KCl suda ¢ozilerek 1M HCI ¢ozeltisi ile pH’ st ayarlanip
1L’ ye tamamland.

4,1 g sodyum asetat suda ¢ozilerek 1M asetik asit cozeltisi ile
pH’s1 ayarlamp 1L’ ye tamamland:.

2.7216 g sodyum asetat suda ¢ozilerek 1M asetik asit cozeltisi ile
pH’s1 ayarlamp 1L’ ye tamamland:.

2.7216 g sodyum asetat suda ¢ozilerek 1M asetik asit cozeltisi ile

pH’ s ayarlanip 100 ml’ ye tamamlandi. Daha sonra bu tampon
kullanlarak 1M’ 11k NaCl ¢ozeltisi hazirlandi.

2.7216 g sodyum asetat suda ¢ozilerek 1M asetik asit cozeltisi ile
pH’ st ayarlanip 100ml’ ye tamamlandh.

11,688 g NaCl suda ¢ozillerek hacmi 100 ml’ye tamamland:.

20 mL etanol él¢iltp hacmi 100 ml’ye tamaland.

Substrat Cozeltileri

p- nitrofenil-B-D-glukopiranosid
(25 mM stok ¢ozelti)

p- nitrofenil -B-D-glukopyranosid
(4mM)
4-metilyumbelliferil-B-D-
glukopiranosid
(0,4 M stok ¢ozelti)

0,1883 g PNPG (Ma= 301,26 g/moal ) suda ¢ozilerek hacmi 25
ml’ ye tamamlanch.

0,012 g PNPG (M= 301,26 g/mol ) 100 mM’ 1k asetat
tamponunda ¢ozllerek hacmi 100ml’ ye yine ayni tamponla
tamamlandh.

3,383 g MUG (M a-=3,383 g/mol ) 50 mM’l1k sitrat-fosfat
tamponunda ¢ozllerek hacmi 100ml’ ye yine ayni tamponla
tamamland:.

Lowry Protein Tayini Cozeltileri

Lowry A
Lowry B
Lowry C
Lowry D
Lowry E

Lowry F

0,1 N NaOH icinde % 2 (w/v) Na,COs3 ¢ozeltisi
% 1 bakur siilfat ¢ozeltisi
% 2 sodyum — potasyum tartarat cozeltisi
1 kiam Lowry B + 1 kissm Lowry C
0,25 ml Lowry D +12,5ml Lowry A

1 hacim Folin belirteci + 1 hacim su

Dogal Jel Elektroforezi Cozeltileri

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

Y igma Jel Tamponu
(1 M Tris-HCI)

36,3 g Tris baz1 150 ml suda ¢ozuldi, pH 8,8’ e ayarland: ve son
hacim su ile 200 ml’ye tamamlandi.

24,2 g Trisbazi1 150 ml suda ¢ozuldi, pH 6,8’ e ayarlandi ve son
hacim su ile 200 ml’ye tamamlandh.




Tablo 2'nin devamu
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% 10 Amonyum Persiilfat (APS)

N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin
(TEMED)

% 30 Akrilamid/Bisakrilamid

Doga Jel Y ikleme Tamponu

Doga Jel Y Uriitme Tamponu

Coomassie Boyama Cozeltisi

Boya Uzaklgstirma Cozeltis

Substrat Boyama Cozeltis

(0,1 M 4-metilyum-belliferil-p-D-
glukopiranosid)

% 10 (w/v) APS cozeltis suile hazirlandi ve -20 °C’ de saklanch.
Orijinal sisesinden kullarldh.

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

50 mM Tris-HCI (pH 6,8) % 0,1 Bromofenol mavisi % 20 gliserol
(100 pI’'lik hacimlerde tuplere bolinerek -20 °C’ de sakland)

25 mM Trisbazi, 250 mM glisin,
Suda ¢ozillerek pH 8,3 e ayarlanch
1 g Coomassie Brillant Blue R-250, 100 mL glasiyal asetik asit,
300 mL metanol 600 mL su

100 mL glasiyal asetik asit, 300 mL metanol, 600 mL su

0,349 4 metilyumbelliferil-B-D - glukopiranosid 50 Mm'l1k pH
5,0 sitrat-fosfat tamponunda ¢ozilerek son hacim 10 ml’ye
tamamlandh.

Diger Cozeltiler

0,1 M N&COscozdtis

1,06 g Na,CO, suda ¢ozuilerek son hacim 100 ml’ye tamamland.

2.2.2. Ham Enzim Oziitiiniin Hazirlanmasi

Climacocystis borealis’den 50 g ainarak sivi azot icerisinde hiicre membranlarinin
parcalanmas icin 15 dak bekletildi. Bu 6rnege 2 mM EDTA, 1mM MgCl,, ImM PMSF
iceren 50 mM Na-Ac tamponundan (pH 5,5) 100 ml ilave edilerek havanda dovildi. Daha
sonra bu karisim 4 kath tllbentten stizildi ve elde edilen sizintiler 4 °C'de, 30 dak

20.000 rpm’'de santrifllj edildi. Stpernatan ham enzim 6zitl olarak kullanildi. Calisma

suresince kullarmlan ham enzim 6zitleri 1 ml’lik ependorf tUplerinde -20 °C’ de saklandi.

2.2.3. Enzim Aktivitesinin Tayini

Enzim OzitUindeki B-gukozidaz aktivitesi hem spektrofotometrik yontemle (Li vd.,
2005) hem de elektroforetik yontemle (Hu vd., 2007) tayin edildi. Spektrofotometrik
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aktivite tayinleri PNPG substrati varliginda 410 nm’'de gergeklestirildi. Elektroforetik
aktivite tayini ise MUG substrat1 varligindadogal elektroforez yapilarak gerceklestirildi.

Spektrofotometrik aktivite tayini icin 200 yl enzim 6zt Uzerine 200 pl substrat
cozeltis ilave edildi. Kangtm 37 °C'de 20 dak inkibe edildikten sonra reaksiyonu
durdurmak icin reaksdyon karisimina 1,2 ml 0,1 M’'lik NaCO; ¢ozeltis ilave edildi.
Kontrol tlpl ise aym sekilde hazirlanan ¢Ozeltiye, enzim Ozt yerine esit miktarda
tampon ¢ozelti ilave edilmesiyle hazirlandi. B-glukozidaz aktivitesis igin 1 dnite (U): 1
dakikada 1 pmol Uriin olusturan enzim miktaridir. Ozgiin aktivite ise (U/mg), hazirlanan
enzim Ozitindeki 1 mg protein basina hesaplanan enzim aktivitesi olarak tammlannustir
(Qinvd., 2007).

Elektroforetik aktivite tayini icin kullamlan dogal PAGE icin % 5'lik yigma ve
%10’ luk aywrma jeli kullanildi. Ayirmajelinde % 0,1 (w/v) oraninda olacak sekilde MUG
cozeltisi kullanildi. Elektroforez bitince jel, 3 kez 50 mM pH 5,0 sitrat-fosfat tamponuyla
yikandi. Yikama islemi bittikten sonra jel, % 0,1 (w/v) sitrat-fosfat tamponunda
hazirlanmis MUG c¢ozeltisinde 37 °C'de 20 dak inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda f-

glukozidaz enziminin aktivitesinden sorumlu bantlarin varligi UV 151k altinda tespit edildi.

2.2.4. Protein Tayini

Oziitteki protein miktarr Lowry metoduyla belirlendi. Protein standard: olarak sigir
serum albumini (BSA) kullarldi. Kalibrasyon grafigi icin BSA’dan 10, 20, 30, 40 ve 50 pl
alinarak Uzerlerine % 0,1 SDSiceren 0,1 N NaOH ¢ozeltisinden son hacim 500 ul olacak
sekilde ilave edildi. Oziitten 25 pl alindi ve hacmi % 0,1 SDSigeren 0,1 N NaOH ile 500
ul’ ye tamamlandi.

Daha sonra hem BSA standartlarina hem de Ornege sirasiyla 1'er ml Lowry E
karisim ilave edilerek tUpler hemen vortekslendi ve 10 dak oda sicakliginda bekletildi.
Standartlara ve 6rnege 100 pl Lowry F ilave edildi ve hemen vortekslendi. Tupler 30 dak
karanhkta bekletildi. 650 nm’de absorbanslar1 okundu. Kalibrasyon grafigi hazirlanarak
Ornek icin elde edilen konsantrasyon degeri bu islemdeki seyrelme faktort ile carpilarak
orijina 6zutteki protein icerigi mg/ml olarak belirlendi.
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2.2.5. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) ve Aktivite Boyamasi

Dogd PAGE, Owl scientific marka P8DS model (Inc.Wobum, MA, USA)
elektroforez cihazi kullamlarak yapildi. %5'lik yigma ve %10 [uk ayirma jeli kullamldh.
Dogal elektroforez yukleme boyasi ile 1:1 oramnda karistirilan 6rnekler Hamilton siringast
ile kuyucuklara yuklendi. Boya, yigma jelinden ¢ikana kadar 20 mA’lik ve ayirma jdli
boyunca da 25 mA’lik akim uygulandi. Elektrik akimi kesildikten sonra jel sistemden
dikkatlice gikartilarak boyama islemine gecildi. Elektroforezde kullanilan ¢ozeltiler ve
hacimleri Tablo 3'te verilmistir.

Doga jel elektroforezi sonucu elde edilen jel, substrat boyama ¢ozeltisi (0,1 M’k
4-metilyum-belliferil-B-D-glukopiranozid) icinde 30 dak 37 °C’de inkibe edilerek  B-

glukozidaz aktivitesinden sorumlu enzimin varligi olusan bantlar gozlenerek tespit edildi.

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

Bilesenler YigmaJdeli (%5, pH 6,8) AyirmaJeli(% 10, pH 8,8)
Y igma Jel Tamponu (1 M Tris-HCI, pH 6,8) 0,63 ml

Ayirma Jel Tamponu (1,5M Tris-HCI, pH 8,8) 2,5ml

% 30 Akrilamid/Bisakrilamid 0,83 ml 3,3ml

dd H,O 34 ml 4,0 ml

% 10 Amonyum persiiifat (APS) 0,05 ml 0,1 ml
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin (TEMED) 0,005 ml 0,004 mli

2.3. B-Glukozidaz Enziminin Saflagtirilmasi

2.3.1. Gradientli Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Cokturme islemleri %10—90 (w/v) oramndaki amonyum siilfat araliginda 10" ar birim
artisla ayrn ayn gergeklestirildi. Yaklasik 50 ml ham enzim 6zt bir beher icerisine
konuldu ve i¢i buz dolu bir kap ile beraber magnetik karistinci Uzerine yerlestirildi.
Gradientli amonyum siilfat ¢oktirmesi islemine %10’ luktan baslanildi. %10’ luk ¢oktirme
icin gerekli amonyum sllfat miktari, amonyum stilfat hesaplayicisi programindan (URL-2)
yaklasik 7,138g olarak hesaplandi. Bu miktar magnetik karistirici Uzerinde buz dolu kap
icerisinde bir beherde bulunan enzim 6zith Uzerine cok kicik miktarlar seklinde yavas
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yavas eklendi ve bu sirada kanstirici ile cok yavas bir sekilde karistirilmaya devam edildi.
Cozinme islemi tamamlandiktan sonra karisinun 1 saat daha ¢ok yavas bir sekilde
kansmas saglanarak ¢oktirme islemi tamamlandi. Daha sonra karisim 20.000 rpm’ de 30
dak santrifijlendi. Stpernatan %20’ lik c¢oktirmede kullamlmak tzere saklandi. Cokelek
ise hacminin 1-2 kati1 tamponla ¢ozllerek aktivite tayini icin saklandi. Bu sekilde gradientli
amonyum sllfat ¢oktirmesi islemine %90’ a kadar devam edildi. BOylece enzimin hangi

aralikta ¢oktugu saptandi.

2.3.2. Diyaliz

Ornek, amonyum siilfat ¢oktirmesinin ardindan ortamdaki tuz iyonlarim
uzaklastirmak icin daha 6nceden kullamilan ekstraksiyon tamponunakarsi bir gece boyunca
diyaliz edildi. Diyaiz islemi icin 20 mM 6 L NaAc (pH 5,5) tamponu hazirlandi ve
sogumast igin yaklasik 4-5 saat buzdolabinda bekletildi. Diyaliz edilecek numunenin
yaklasik 2 kat hacimdeki diyaliz membrani 10 dak kaynar suda kaynatildi. Membrani
kaynar sudan ¢ikarip soguttuktan sonraicine numune konuldu ve membran hem alttan hem
de Ustten magnetik kistiricilarla kapatildi. Hazirlanan numune iyice sogumus olan diyaliz
tamponu icerisine ainch ve magnetik karistiricr Uzerinde Karismasi saglandh. ilk 1 saat
icerisinde diyaliz tamponu bir kez degistirildi ve aym islem ikinci saatin sonunda bir kez
daha tekrarlandi. Degistirme islemi dordinci saatin sonunda bir kez daha tekrarlanarak
numunenin sabaha kadar karistincida karismast saglandi. Gece sonunda diyaliz edilen
ornek membrandan alinarak iyon degi sim kromotagrafi kolonuna yiklenene kadar -20°C’
de saklandh.

2.3.3. Aseton Coktiirmesi

Hazirlanan ham enzim 6z{tu ayrica asetonla da ¢okturdldu. Bunun igin 1 hacim 0zt
1 hacim soguk aseton:su karigiminda (1:1) ¢okturtlerek 4 °C'de 5 dak 9.000 rpm’de
santrifijlendi. Elde edilen cokelek 4 °C’ de 24 saat kalan asetonun uzaklasmasi icin
bekletildi. Asetonu ucurulan ¢okelek hacminin 2-3 kati kadar 50 mM fosfat (pH 7,0)
tamponunda ¢ozuldi ve ¢oziinmeyen kismin uzaklasmasi icin 4 °C’de 5 dak 8.000 rpm'’ de
santrifijlendi. Elde edilen supernatan iyon degisim kromotagrafi kolonuna yuklenene
kadar — 20 °C’ de sakland.
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2.3.4. iyon Degisim Kromotografisi

Iyon degisim kromotografisi icin 30 cm uzunlugunda ve 1,5 cm ¢apinda bir kolon ve
kolon malzemes olarak Q-Sepharose fast flow kullarildi (Kongruang vd.,2002). Kolon
dolgu malzemesi ve kullarilan tim ¢ozeltilerin gazlari vakum pompas: kullamlarak aind.
Gaz1 ainmig olan kolon dolgu malzemes oda sicakligina getirildikten sonra bir pastor
pipeti yardimyla yavas yavas kolona dolduruldu. Kolon 20 mM Na-Ac tamponunun (pH
5,5) 350 ml’si ile bir gece boyunca dengeye getirildi. Enzim iceren 6rnek kolona akis hizi
1 ml/dak olacak sekilde emdirildi. Ornegin kolona yiiklenmesinden sonra tutunmayan
proteinlerin uzaklastirilmas: icin kolondan yaklasitk 80 ml tampon UV dedektori
kullamlarak kontrollt bir sekilde gecirildi. Kolondan ¢ikan Ornekler bir tlp icerisinde
biriktirilerek bu tlp icerisinde B-glukozidaz aktivitesi arandi. Yapilan aktivite testleri
sonucunda kolondan gikan cozeltide B-glukozidaz aktivitess bulunamadi. Bu durum
enzimin kolon matriksine baslandigim gostermektedir. Daha sonra kolonun NaCl
konsantrasyonu sifirdan baslayarak 1 M’a kadar yuksdtildi. Bunun icin 0-1 M NaCl
gradient koprust kullamldi. Bu kopra iki beher icerisine ayri ayn 200 ml tampon
konulmas ve bu beherlerden birine konsantrasyonu 1 M olacak sekilde NaCl ilave
edilmes ile hazirlandi. Beherler arasi tampon gecisi ise ince bir U cam boru ile sagland.
Peristaltik pompa,cam boru yardinu ile 0 M tuz iceren tampondan svi ¢ektikce 1 M tuz
iceren beher icerisindeki tamponun O M tuz igeren behere gecisi saglandi. Boyldikle tuz
konsantrasyonu dereceli olarak artinldi. Kolondan cikan fraksiyonlar yaklasik 2,7 ml
olacak sekilde cam tupler icerisinde biriktirildi. Fraksiyonlardaki protein miktari, 280 nm
dalga boyunda yapilan 6l¢cimler sonucu belirlendi. Ayricatim fraksiyonlarda -glukozidaz
aktivitesine bakildi. B-glukozidaz aktivitesi bulunan tipler birlestirildi. Toplanan enzim
O0zuti Amicon Ultracel Membrane 10.000 MWCO Milipore kullanilarak 4.000 g'de
santriflj slresi 2 dak olmak Uzere yaklasik 8 saat boyunca santrifilj islemine devam
edilerek yogunlastirildi (Nakkaharat vd., 2005).
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2.4. Saf Enzimin Biyokimyasal Karakterizasyonu

2.4.1. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’1n Etkisi

B-glukozidaz aktivitesi Uzerine pH'in etkisini incelemek amaciyla, KCI-HCl (pH
1,0), Glisin-HCI (pH 2,0-3,0), sitrat-fosfat (pH 4,0-7,0), ve TrissHCI (pH 8,0- 9,0) tampon
sistemleri kullarilarak ayr ayr1 aktivite tayinleri yapildi. B-glukozidaz icin bulunan aktivite
degerleri kullamlarak % Bagil aktivite- pH grafigi cizildi. Aktivitenin en yiksek oldugu
pH degeri optimum pH olarak tespit edildi ve bundan sonraki calismalarda aktivite
tayinleri optimum pH degerlerinde gergeklestirildi

2.4.2. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisi

B-glukozidaz aktivites Uzerine sicakligin etkisini incelemek amaci ile 10-80°C
scaklik araiginda, sicaklik degeri 10 °C artirilarak aktivite tayinleri gerceklestirildi.
Hazirlanan reaksiyon karisimlart su banyosunda istenilen sicakliklarda 5er dak
bekletilerek 6n 1sitmalart yapildi. Ham enzim 6z0t 1sitilan reaksiyon karisimlar: Uzerine
ilave edilerek reaksiyonlar baglatildi ve 20 dakika inklbasyon slresinden sonra aktivite
tayinleri gerceklestirildi. Elde edilen sonuclar dogrultusunda % Bagil aktivite-scaklik
grafigi cizilerek aktivitenin en yuksek oldugu sicaklik degeri, optimum sicaklik olarak
belirlendi.

2.4.3. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun EtKkisi

B-Glukozidaz aktivitesinin substrat konsantrasyonu ile degisimini incelemek amaci
ile optimum sartlarda (pH ve sicaklik) substratin degisen konsantrasyonlarina (0,1-25 mM
PNPG) karst 6lculen hiz degerleri grafige gegirildi. BOylece hazirlanan substrat doygunluk
egrilerinden enzim aktivites igin optimum substrat konsantrasyonu tayin edildi. Ayrica,

Lineweaver-Burk grafikleri de cizilerek enzimin V. Ve K, degerleri belirlendi.
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2.4.4. Enzimin pH Kararhhgimn Incelenmesi

B-Glukozidaz enziminine ait pH kararliliginin incelenmesi amaciyla 50 mM KCI-HCI
(pH 1,0), 50 mM Glisin-HCI (pH 2,0- 3,0), 50 mM sitrat-fosfat (pH 4,0 - 7,0) ve 50 mM
TrissHCI (pH 8,0 - 9,0) tamponlar: kullamldi. Uygun hacimlerdeki enzim 6zUtleri yine
uygun hacimlerdeki tampon cozeltilerle karistirilci. Hazirlanan bu reaksiyon karisimlarinin
her birinin 200 plI’si enzim ¢ozeltis olarak kullamlarak enzimin aktivites tayin edildi.
Boylece kontrol denemeleri gerceklestirildi. Tamponlarla karistirilan enzim ¢ozeltilerinin
geri kalan kisimlar1 4 °C’'de, 24 saat inkibe edildikten sonra aktiviteleri tayin edildi. %
Kalan aktiviteler 24 saat sonunda elde edilen aktivite degerlerinin kontrol denemelerindeki
aktivite degerleri ile karsilastiriimasiyla belirlendi ve % Kalan aktivite-pH grafigi cizildi.

2.4.5. Enzimin Isil Kararhligimn Incelenmesi

B-Glukozidaz enziminin sl kararlilik profilini belirlemek amaciyla enzim ¢ozeltileri
30 dak, 1 saat, 2 saat, 4 saat, 6 saat, 12 saat ve 24 saat zaman araliklarinda 10-50 °C (10
°C'lik artiglarla) sicakliklarda su banyosunda ayr1 ayri inkibe edilerek aktivite tayinleri
gerceklestirildi. % Kaan aktiviteler, herhangi bir 6n inkibasyon islemi uygulanmamis
enzim Ozitanin optimum sartlarda belirlenen aktivite degeri ile Kkarsilastirilarak

hesaplanarak sicakliga kars1 grafi ge gecilerek enzimin isil kararlilik profili ortaya konuldu.

2.4.6. Enzim Aktivitesi Uzerine Ban Metal Iyonlarmm Etkisi

B-Glukozidaz aktivites Uzerine bazi metal iyonlarinin etkisini incelenmek amaciyla
Na', Li*, Mn%*, Cu®, Co® ve zZn** iyonlarimin klorir tuzlarimn 100 mM’lik stok
cozdtileri hazirlandi. Metal iyonlarimn nihai konsantrasyonlart 1 mM olacak sekilde
aktivite tayinleri gerceklestirildi. Sonuclar metal iyonu icermeyen denemeden elde edilen

sonuclakarsilastinlarak metal iyonlarmn enzim aktivitesi Uzerine etkisi incelendi.
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2.4.7. Enzim Aktivitesi Uzerine Baa Kimyasallarin Etkisi

B-Glukozidaz aktivites Uzerine bazi kimyasallarin etkisini incelenmek amaciyla
Etilendiamin tetraasetikasit (EDTA), Fenilmetilstlfonilflorir (PMSF), Dithioothreitol
(DTT), 2-Merkaptoetanol ve Sodyum Dodesil Silfat (SDS) kimyasallarimn 100 mM’ 1k
stok ¢ozdtileri hazirlandi. Bu kimyasalarin nihai konsantrasyonlart 1 mM ve 10 mM
olacak sekilde ayr1 ayn aktivite tayinleri gergeklestirildi. Sonuclar herhangi bir kimyasal
icermeyen denemeden elde edilen sonucla karsilastinlarak kimyasallarin enzim aktivitesi

Uzerine etkisi incelendi.



3. BULGULAR

3.1. Ham Enzim Oziitiiniin Hazirlanmasi ve Aktivite Tayinleri

Climacocystis borealis makromantarindan uygun deneysel yontem kullanilarak ham
Ozt hazirlanmis ve daha sonra kullaniimak tizere — 20 °C’ de saklanmistir. Hazirlanan ham
Ozitler tam berrak olmamakla birlikte yapilan 6n aktivite testleri sonucu yiksek aktiviteler
gostermiglerdir.

3.2. Dogal Jel Elektroforezi ile C. borealis’teki B-Glukozidaz Aktivitesinin
Ortaya Konulmasi

Ham enzim ozutundeki B-glukozidaz enzim aktivitesinin varligi dogal poliakrilamid
jel elektroforezi sonrasi gerceklestirilen substrat boyamas: ile ortaya konulmustur.
Elektroforez sonundajel 0,1 M MUG c¢ozeltisi (substrat ¢cozeltisi) ile boyanmustir. Buislem
sonunda jellerde iki bandin varligi gézlenmistir. Bu bantlarin varligi, p-nitrofenil-p-D-
glikozidin hidrolizinden sorumlu bir enzimin izomerleri halinde bulundugunu veya benzer

aktiviteye sahip enzimlerin varligim gostermektedir.

3.3. Enzimin Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve fyon Degisim Kromatografisi ile
Saflastirilmasi

3.3.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Diyaliz

Ham enzim 6zitl ile yapillan gradientli amonyum silfat ¢oktirmesi sonrasi f-
glukozidaz enziminin spesifik aktivitesinin %10 ve %20'lik amonyum stilfat ¢oktirmeleri
sonrasinda oldukca yiksek , %30 ve %40’ lik amonyum silfat ¢coktirmeleri sonrasindaki
ise oldukga azaldig ve %50 ve Uzerindeki amonyum sllfat ¢coktirmelerinde ise tamamen
kayboldugu gortlmustir (Tablo 4 ). Bunun yaninda ham ekstraktin spesifik aktivitesi de
¢cokturme sonrast elde edilen spesifik aktivitelerden oldukcga yiksek oldugu gorulmustdr.
Ayrica amonyum sullfat ¢oktlirmesi sonrasi elde edilen ¢okelesin, hacminin 23 kat1 kadar

tamponla ¢ozilmesinden sonra bulanikligin daha da arttigi tespit edilmistir. Y Uksek
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devirde uzun zamanl yapilan santrifijleme islemleri dahi bu bulamkligi giderememistir.
Bunaragmen saflastirma islemlerine devam edilmistir.

Bundan sonraki islemlerde kullanilacak enzim ¢ozeltisi dogrudan %40’ ik amonyum
sulfat coktirmes yapilarak elde edilmistir. Hazirlanan enzim ¢ozeltisi daha sonra bir gece
boyunca diyalize tabi tutularak tuzlann uzaklasmas saglanmistir. Diyaliz sonrasinda da

¢Ozeltinin hala bulanik oldugu gozlenmistir.

Tablo 4. Gradientli amonyum stilfat ¢oktlirmesi ve spesifik aktivite degerleri

Cokturme Y Uzdesi (%) Spesifik Aktivite (U/mg protein)

Ham ekstrakt 6,10
% 10 1,40
% 20 0,43
% 30 0,04
% 40 0,06
%50 0,02
%60 0,00

3.3. 2. B-Glukozidaz Enziminin Iyon Degisim Kromotografisi ile Saflastirilmasi

Diyaliz sonrasi elde edilen drnekler, optimum saflastirma sartlarim (el tisyon tamponu
pH’ s, akis zamam, enzim aktivitesinin geldigi tUplerin sirasi gibi) belirlemek icin degisik
sartlarda Q-Sefaroz iceren kolona yuklenmis, tuz koprist calistirilmis ve fraksiyonlarin
geldigi tuplerde enzim aktivitess aranmistir. Yapilan calismalar sonucu aynm sartlarda
yapilan kolon kromatografileri sonucu elde edilen sonuglarin birbirini tutmadi g1, tlplerdeki
aktivitelerin disik ve dizensiz oldugu tespit edilmistir. Kisacass amonyum siilfat ve
diyaliz sonrasi elde edilen enzim Ozitinin Q-Sefarozun kullanldigi kromotografik

teknikle saflastirilamayacag: kamsna var i mustir.



28

3.4. Enzimin Aseton Coktiirmesi ve Iyon Degisim Kromotografisi ile
Saflastirilmasi

3.4.1. Aseton Coktiirmesi

Hazirlanan ham enzim 6zitl soguk aseton:su karisimi ile ¢oktlrdlmis ve ¢okelek
uygun tamponda ¢cozulmuistir. Cozeltinin, ¢ozinmeyen maddelerin uzaklastirilmas icin
yapilan santrifijlemeden sonra berrak oldugu gozlemlenmistir. Daha sonra enzim
cozeltisindeki enzim aktivitesi, spektrofotometrik olarak belirlenmis ve enzim c¢ozeltisi

kolon kromotografisinde kullanilmak Uizere 4 °C’ de saklanmustr.

3.4.2. p-Glukozidaz Enziminin iyon Degisim Kromotografisi ile Saflastirilmasi

Aseton c¢oktirmesi sonrast elde edilen ornekler optimum saflastirma sartlarin
(elisyon tamponu pH’si, akis zaman, enzim aktivitesinin geldigi tuplerin sirast gibi)
belirlemek icin degisik sartlarda Q-Sefaroz iceren kolona yuklenmis, tuz koprisi
caistinlmis ve fraksiyonlarin geldigi tlplerde enzim aktivites aranmustir. Y apilan
calismalar sonucu optimum saflastirma sartlann  belirlenmis ve saflastirma grafigi
hazirlanmistir (Tablo 5 ). Bu saflastirma islemi sonucunda enzimin yaklasik 14 kat
saflastinlchn  gorilmistir.  Iyon degisim kromotografisine ait grafik Sekil 4‘de
gosterilmistir.

Tablo .5 C. borealis den saflastirilan B-glukozidaz enzimine ait saflastirma tablosu

Saflagtirma Hacim Protein L?gtlgr: Aktivite  Toplam iﬁ’(ﬁflltlé Verim Saflastrma
Basamag: ml mg/ml M/dak)  Aktivite Katsayist
ag (m) — (mgml) =y (RM/daK) (U/mg) Vi
Ham Enzim Oziitui 43 3,54 152,2 20,1 864,3 5,68 100 1,0
Aseton 28 2,51 70,28 15,045 421,26 6,00 48,7 11
Coktirmesi
Iyon Degisimi
9 0,061 0,549 4,685 42,165 76,81 49 13,5

(Q-Seph.)




29

2,500 + -+ 1200,00
—=— Absorbans (280 nm)
2000 + Aktivite (U/L) -+ 1000,00
—a— Tuz K onsantrasyonu (mM )
) -+ 800,00
Z 1,500 + S
oo
< 160000 =
£ 2
= 1,000 + z
S 400,00
=
0500 7 200,00
0,000 m 0,00

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 76 81 86

Tiip numaras1

Sekil 4. B-Glukozidaz enziminin saflastirilmasina ait iyon degisim kromotografisi grafigi
3.4.3. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Iyon degisim kromotografis ile saflastirilan p-glukozidaz enziminin doga jel
elektroforez profili Sekil 5'de gosterilmistir. Bu sekilden de goruldigi Uzere Q-Sefaroz
kolonu sonrast elde edilen eluatin elektroforez profilinde tek bandin varligi hem aktivite
hem de Comassie boyamas: sonrast ortaya konulmustur. Bu profil C. borealis makro

mantarindan B-glukozidaz enziminin tam olarak saflastirildigin ortaya koymaktadir.
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1 2 1 2

Sekil 5. C. borealis makromantarindan saflastirilan  f-

glukozidaz enziminin A) Substrat Boyama, B)
Commasie Boyamas sonrasa dogal jel elektroforez

gorunttst; 1) Ham ekstrakt, 2) Kolon sonrasi elde
edilen enzim ¢ozeltisi.

3.5. C. borealis’den Saflastirilan p-Glukozidaz Enziminin Biyokimyasal
Karakterizasyonu

3.5.1. Optimum pH

pH'nmin B-glukozidaz aktivites Uzerine etkisini belirlemek amaa ile farkli pH

degerlerinde (1,0-9,0) tamponlarin kullanilmasayla aktivite tayinleri yapilip ve % Bagil

aktivite- pH grafigi cizilmistir (Sekil 6). B-glukozidaz aktivites icin optimum pH degeri
3,0 olarak bulunmustur.
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Sekil 6. C. borealis’den saflastirlan B-glukozidaz enzimine ait
optimum pH grafigi

3.5.2.0ptimum Sicakhk

B-Glukozidaz aktivitesine ait optimum sicaklik degerini belirlemek amaci ile 10—
80°C sicaklik araliginda 10'ar °C aralikla aktivite tayinleri gergeklestirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore % Bagi| aktiviteye karst sicaklik degerleri grafige gegirilmistir (Sekil 7). Bu
grafige gore, B-glukozidaz aktivitesine ait optimum sicaklik degeri 60°C olarak

belirlenmistir.

140 T
120 A
100 A
80
60

40 -

% Ba g1l Aktivite

20 1

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Sicaklik('C)

Sekil 7. C. borealis’den saflastinlan B-glukozidaz enzimine ait optimum
sicaklik grafigi
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3.5.3. B-Glukozidaz Enziminin pH Kararlihg:

Saf enzimin farkli pH’larda ve 4 °C'de 24 saat bekletilmesi sonucu elde edilen
aktivite grafigi Sekil 8'de gosterilmektedir. Bu grafikten de goruldugi lzere enzimin
kararlilig1 O0zellikle pH 3—7 arasinda oldukga yiUksek oranda korunmakta, bunun disindaki
degerlerde ise yaklagik %50 oramnda azalmaktadhr.

140 7
120 A

100 A

% Bagil Aktivite
(o2} (o]
o o

[ S
o o
! !

o

pH

Sekil 8. C. borealis’den saflastirilan B-glukozidaz enzimine ait pH kararlilik
grafigi

3.5.4. B-Glukozidaz Enziminin Isil Karahhg:

Saf enzimin farkli zaman ve sicaklik araiklarnnda bekletiimes sonrasnda
gerceklestirilen aktivite testleri sonucu elde edilen % Bagil aktivite-sicaklik grafigi, Sekil
9'da gosterilmektedir. Bu sekilden, saf enzimin, 24 saatlik zaman dilimi igerisinde
aktivitesini, 40 °C’ye kadar yuksek oranda korudugu, 50 °C deiseilk yarnm saatlik zaman
dilimi igerisinde yaklasik %70 oramnda kaybettigi gordlmektedir. Ayrica enzim
aktivitesini, 60 °C ve yukarisinda, yarim saatlik zaman dilimi icerisinde ve artan bekleme
sureleri icinde blylUk oranda kaybetmistir (grafikte gosterilmemistir).
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Sekil 9. C. borealis’den saflastirlan B-glukozidaz enzimine ait 1sil kararlilik grafigi

3.5.5. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

B-Glukozidaz enzim aktivitesinin substrat konsantrasyonu ile degisimini incelemek
amaci ile daha onceden belirlenen optimum sartlarda, farkl: substrat konsantrasyonlar
kullanilarak reaksiyonlar gerceklestirilmistir. B-Glukozidaz aktivites igin 0,1-25 mM
araiginda PNPG substrati kullanilmistir. Elde edilen aktivite sonuclarn kullanilarak
substrat doygunluk egrisi cizilmis (Sekil 10) ve B-glukozidaz aktivites igin optimum
substrat konsantrasyonu 9 mM olarak belirlenmistir.

Kinetik verilerin belirlenmesi amaci ile ise Lineweaver-Burk grafigi ¢izilmistir (Sekil
11). Bu grafikten, B-glukozidaz aktivitesi icin PNPG substrati varliginda Vyas Ve K,
degerleri sirasi ile 72,46 U/mg protein ve 8,98 mM olarak bulunmustur.
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Sekil 10. PNPG varliginda 3-glukozidazin substrat doygunluk egrisi
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Sekil 11. PNPG varliginda -glukozidaz aktivitesi icin Lineweaver-Burk egrisi

3.5.6. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Metal iyonlarimn Etkisi

B-Glukozidaz aktivitesi Uzerine meta iyonu etkisini incelenmek amaciyla; Na', Li",
Mr?*, Cu®, Co** ve Zn®* iyonlanimin Klorir tuzlarmin 100 mM’lik stok cozeltileri
hazirlanmistir. Metal iyonlarimn nihai konsantrasyonlarnt 1 mM olacak sekilde aktivite
tayinleri gerceklestirilmistir. Kontrol olarak, optimum sartlarda meta iyonu igermeyen
ornekle aktivite tayini yapilmis ve elde edilen aktivite degeri %100 olarak kabul edilmistir.

% Kalan aktivite degeri, kontrol olarak yapilan deneme ve meta iyonu iceren denemeler
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ile kiyaslanarak hesaplanmis ve sonuglar Tablo 6'da verilmistir. Bu sonuglara gore, -
glukozidaz enziminin aktivitesinin Mn®" iyonu mevcudiyetinde zayif bir inhibisyona
ugradigi, diger metal iyonlart durumunda ise aktivitenin 6nemli 6lciide degismedigi
gbzlenmistir.

Tablo 6. B-Glukozidaz enzim aktivites tzerine metal iyonlarinin etkisi

Metal iyonu(mM)  %Kalan Aktivite Metal lyonu(mM)  %Kalan Aktivite

Na 95 Cu?* 03
Li* 90 Cco* 94
Mn?* 88 zZn* 93

3.5.7. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Kimyasallarin Etkisi

B-Glukozidaz aktivites Uzerine bazi kimyasalarin etkisini incelenmek amaciyla;
Etilendiamin tetraasetikasit (EDTA), Fenilmetilstlfonilflorir (PMSF), Dithioothreitol
(DTT), 2-Merkaptoetanol ve Sodyum Dodesil Silfat (SDS) kimyasallarimn 100 mM’ 1k
stok cozeltileri hazirlanmistir. Bu kimyasallarin nihai konsantrasyonlart 1 mM ve 10 mM
olacak sekilde ayn ayn aktivite tayinleri gerceklestirilmistir. Kontrol olarak, herhangi bir
kimyasal icermeyen aktivite denemesi yapilmis ve bu aktivite degeri %100 olarak kabul
edilmistir. % Kalan aktivite degeri, kontrol olarak yapilan deneme ve kimyasal iceren
denemeler ile kiyaslanarak hesaplanmis ve sonuclar Tablo 7°de verilmistir. Bu sonuglara
gore, B-glukozidaz enzim aktivitesinin farkli kimyasallar mevcudiyetinde farkli oranlarda

inhibe oldugu gézlemlenmistir.

Tablo 7. B-Glukozidaz enzimi aktivites Uzerine kimyasallarin etkisi

Kimyasallar(1mM) %KalanAktivite Kimyasallar(10mM) %KaanAktivite

EDTA 85 EDTA 64
PMSF 78 PMSF 79
DTT %4 DTT 66
2-Merkaptoetanol 88 2-Merkaptoetanal 88

SDS 3 SDS 0




4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calismada, Trabzon ilinin Hidirnebi yaylasindan toplanan Climacocystis borealis
mantarindan hazirlanan ham o6zitte B-glukozidaz enziminin varlig: tespit edilmis, iyon
degisim kromotografisi ile saflagtinlmis ve saf enzim biyokimyasal olarak karakterize
edilmistir. Elde edilen veriler diger cal ismalardaki B-glukozidazlar ile mukayese edilmistir.

C. borealis mantarindan hazirlanan ham 0zltteki B-glukozidaz aktivitesini tespit
etmek icin yapilan dogal protein poliakrilamid jel elektroforezinde iki bandin varlig
gbzlemlenmistir. Ham 6zdtiin sahip oldugu B-glukozidaz aktivitesini ortaya koymak igin
substrat olarak PNPG kullanildi. Daha 6nce yapilan calismalara bakildiginda;, Fusarum
oxysporum’'dan izole edilen B-glukozidaz  aktivitesini tespit etmek icin de PNPG
substratimn kullanildigi gorildi (Christakopoulos vd., 1994). Diger yandan p-glukozidaz
enziminin belirlenmesinde farkli substratlar varliginda yapilan c¢alismalarinda mevcut
oldugu gorulmustar. Selulotik bir mantar olan Stachybotrys sp.’den izole edilen B-
glukozidaz enziminin salisine karsi aktivitesi gozlemlenmistir (Amouri ve Gargouri, 2006).

Simdiye kadar yapilan caismaarda mantar, maya ve bakteri gibi birgok
organizmadan B-glukozidaz enzimi saflastinlmis ve Karakterize edilmistir. Ornegin
metilotrofik bir maya olan Pichia pastoris’den (Turan ve Zheng, 2004) ve Aspergillus
niger' den Q-sefaroz kullamlarak iyon degisim kromotografisi ile B-glukozidaz enzimleri
saflastirilmistir. Aspergillus niger’ den saflastirilan enzimin aktivitesinin 13 kat arttig1 tespit
edilmistir (Rashid ve Siddiqui, 1997). Olgun tath kirazdan yapilan bir diger calismada da
B-glukozidaz enzimi Q-sefaroz kullanmilarak saflastirilmis ve saflastirma katsayist 7 olarak
bulunmustur (Gerardi vd., 2001). Bunlarin disinda ayrica B-glukozidaz enzimi bir bal arisi
tird olan Apis mellifera, bir maya turli olan Metschnikowia pulcherrima, KUf mantari
turleri olan Aspergillus niger ve Acremonium persicinum gibi organizmalardan da benzer
yontemlerle saflastirilmistir.

C. borealis’' den iyon degisim kromotografisi ile saflastirilan B-glukozidaz enziminin
pH’'ya bagmliligi incelendiginde, optimum pH degerinin 3,0 oldugu gozlemlenmistir
(Sekil 6). Aspergillus aculeatus ile yapilan diger bir calismada da yine ayrni optimum pH
degeri gozlemlenmistir (Murao vd., 1988). Farkli calismdarda, p-glukozidaz enziminin
sahip oldugu optimum pH degerleri, Thermotoga maritima igin 3,0 (Kim vd., 2006),
Aspergillus wentii igin 3,5 (Srivastava vd., 1984), Phytophthora infestans igin 4,0 (Brunner
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vd., 2002), Citrus sinensis i¢in 4,5 (Barbagalo vd., 2007), Zea mays icin 5,0 (Feldwisch
vd., 1994) olarak tespit edilmistir. Gerceklestirilen calismalara dayanarak, karakterize
edilen B-glukozidaz enzimlerinin optimum pH degerinin ¢ogunlukla 3,5-6,0 araliginda
oldugu soylenebilir. B-glukozidaz enzimi icin pH kararlilig incelendiginde, enzimin
kararliligim Ozellikle pH 3,0-7,0 arasinda oldukga yilksek oranda korumakta oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 8). C. sinensis 'den izole edilen B-glukozidaz enzimi icin belirlenen
pH kararliligint bu yapilan ¢alismayla paraellik gostererek, pH 3,0-7,0 arasinda oldugu
gorilmustr (Barbagallo vd., 2007). C. borealis den saflastirilan p-glukozidaz enzimine ait
pH kararliik grafigi incelendiginde, pH 3,0-7,0 arasindaki degerler disinda aktivitenin
yaklasik %50 oraminda azaldigi gorulmuistur (Sekil 8). Bu sonuclar degerlendirildiginde
C. borealis'den saflastirilan B-glukozidaz enzimin aktivitesini genis bir pH araliginda
kaybetmedigi anlagilmistir.

C. borealis den saflastinlan B-glukozidaz enziminin optimum sicakligim belirlemek
amaciyla yapilan denemelerde optimum sicakligin 60°C oldugu gozlenmistir (Sekil 7).
Tespit edilen bu sicakligin bir makro mantar icin yiksek oldugu distintlse de yapilan di ger
benzer calismal arda benzer sonuglar gozlemlenmistir. Benzer bir ¢alismada C. sinensis igin
optimum scaklik 65 °C (Barbagallo vd., 2007) olarak bulunmustur. Farkli organizmalarla
yapilan calismaarda; Aspergillus wentii icin optimum sicaklik 60°C (Srivastava vd.,
1984), Daldinia eschscholzii igin optimum sicaklik 50°C (Karnchanatat vd., 2007), papaya
meyvesinden saflastirilan B-glukozidaz enzimi icin optimum sicaklik ise 50°C (Hartmann-
Schreier ve Schreirer, 1986) olarak bulunmustur. C. borealis ‘den saflastirilan B-glukozidaz
enziminin 1sil kararliligi incelendiginde, saf enzimin, 24 saatlik zaman dilimi icerisinde
aktivitesini 40 °C'ye kadar yiiksek oranda korudugu, 50 °C de ise ilk yarim saatlik zaman
dilimi icerisinde yaklasik %70 oraminda kaybettigi gordlmektedir (Sekil 9). Benzer
calismalar incelendiginde C. sinensis’den izole edilen B-glukozidaz enziminin aktivitesini
30-40°C’ ye kadar yuksek oranda korudugu, 60°C’ de ise enzimin aktivitesini %85 oramnda
kaybettigi gozlemlenmistir (Barbagallo vd., 2007). Daldinia eschscholzii’ den saflastirilan
B-glukozidaz enziminin 1sil kararlihigina bakildiginda profilinin - 30-60°C  oldugu
gorilmistir (Karnchanatat vd., 2007).

B-Glukozidaz enzim aktivitesinin substrat konsantrasyonu ile degisimini incelemek
amaci ile daha onceden belirlenen optimum sartlarda, farkl: substrat konsantrasyonlari
kullanillarak reaksiyonlar gergeklestirilmistir. B-Glukozidaz aktivites icin 0,1-25 mM
araiginda PNPG substrati1 kullamlmistir. PNPG  varliginda gerceklestirilen aktivite
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tayinlerinden elde edilen degerler kullanilarak cizilen Lineweaver-Burk egrisinden Vs Ve
K., degerleri sirasiyla 72,46 U/mg ve 8,98 mM olarak bulunmustur (Sekil 10 ve 11).
Yapilan diger baz calismaar incelendiginde, papaya meyvesinden saflastirilan f-
Glukozidaz enzimi icin PNPG varliginda belirlenen Kn degerinin 0,01 mM ve Vmas
degerinin 3,37 U/mg oldugu gozlemlenmistir (Hartmann-Schreier ve Schreier, 1986).
Citrus sinensis’ den izole edilen p-glukozidaz enziminin yine PNPG varliginda belirlenen
Km degerinin 0,267 mM olarak bulundugu gortulmustdr (Barbagallo vd., 2007).

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
(Cakmak, 2008). C. borealis den saflastirilan B-glukozidaz enziminin aktivitesinin Mn?*
iyonu mevcudiyetinde zayif bir inhibisyonuna ugradigi, diger metal iyonlari durumundaise
aktivitenin onemli Glglide degismedigi gbzlenmistir. B-glukozidaz enziminin en yiksek
aktivites ise Na' iyonu varliginda gézlemlenmistir (Tablo 6).

C. borealis’den saflastinlan B-glukozidaz enziminin aktivitesinin farkli kimyasallar
mevcudiyetinde, ne sekilde degistigini gozlemlemek amaciyla bir dizi reaksiyonlar
gerceklestirilmistir. Bu reaksiyonlarda EDTA, PMSF, DTT, 2-Merkaptoetanol ve SDS
kimyasallar1 kullanilmistir. Bu sonuclara gore, EDTA’ nin artan konsantrasyonuyla birlikte
aktivitenin de azaldig tespit edilmistir. Serin birimlerini sllfolayan ve enzim aktivitesini
inhibe eden PMSF (Cakmak, 2008) varliginda aktivitenin azaldigi gbzlemlenmistir. Bu
inhibisyonun serinin katalitik grubun bir Giyesi oldugu sonucunu ortaya koyabilir (Cakmak,
2008). DTT'nin artan konsantrasyonu ile aktivitenin azaldigi goértlmustir. Distlfur
koprulerini indirgeyen DDT’ nin (Cakmak, 2008) aktiviteyi azaltmasi, distlfir kdprulerinin
aktivite icin gerekli oldugu sonucunu ortaya koyabilir. SDS varliginda ise aktivitenin
tamamiyle azaldi g1 tespit edilmistir (Tablo 7).

Batin sonuclar degerlendirildiginde, C. borealis’den saflastinlan B-glukozidaz
enziminin aktivitesinin mevcudiyeti ortaya konulmustur. Diger calismalar ile kiyaslamalar
g6z OnUnde bulunduruldugunda saflastirilan diger B-glukozidazlar ile C. borealis’den

saflastirilan B-glukozidaz enziminin pek cok benzer yonunin oldugu gorulmustar.



5. ONERILER

Enzimler doganin katalizérleridirler ve dolayiayla enzimsiz bir hayatin var olmasi
dustintlemez. Endustride enzim kullaniminin giin gegtikge yayginlasmasi, ¢ok degisik
kaynaklardan enzimlerin  saflastinlmasa ve karakterizasyonunu da  beraberinde
getirmektedir. Gunimuizde enzim katalizli prosesder daha hizli, daha ekonomik, cevre
dostu, Urin verimi oldukca yiksek ve safazlik olusumu oldukca distk oldugundan,
endustriyel ve klinik uygulamalarda kimyasal reaksiyonlara kiyasa daha fazla tercih
edilmektedirler.

Fosil yakitlarimn hizla tikenmesi, sera gazi emisyonu ve fosil yakitlarin tam olarak
yanmamas: sonucu olusan hava kirliligi lignoselllozik materyalden biyoetanol Gretimi
Uzerine ilginin artmasina neden olmustur. Ozellikle seltilazlar kullanarak lignoseltlozik
materyalin enzimatik hidrolizi mimkindir. Boylece seltlozik biyokitle glukoza cevrilir
ve glukoz da etanol Oretimi icin kullanilir. Biyoetanol Uretim proseslerinin ekonomik
olmas icin ise kullanilan hidroliz enzimlerinin tretim maliyetlerinin dusUrilmes ve enzim
etkinliklerinin artirnlmas gerekmektedir. Tekstil endustrisinde pamugun yumusatilmasi ve
kotlarin taglamasi, seltlozik giysilerin genel kalitesinin, parlakligimn ve plrizsizl Ggindn
artinlmasi, deterjan sektorinde renklerin korunmasi, temizleme ve ¢okmeyi Onleyici
olarak, yiyecek endustrisinde lapa yapimi, meyve suyu ve bira filtrasyonunda ve yag
ekstraksiyonunda veriminin artinlmasi, kagit ve kispe endustrilerinde akiskanligin
artinilmas: ve liflerin modifiye edilmesi, firtn Grdnlerinin ve hayvan yemlerinin besinsel
degerinin artirilmasi, geri dontsum kagitlarinin 6zelliklerinin gelistirilmes (mirekkeplerin
cikarilmasi gibi), kahvenin ticari olarak islenmesi, ilag endistrisi (insan midesinde bulunan
bir seliloz formu olan fitobezoarlarin tedavisi gibi) selulotik enzimlerin endustride ne
derecede 6nemli oldugunun birer géstergesidir.

Gergeklestirilen bu calismada Climacocystis borealis ’den hazirlanan ham 6zltten f3-
glukozidaz enzimi iyon degisim kromotografisi ile saflastirilmis ve enzimin biyokimyasal
olarak karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

Bundan sonra yapilabilecek olan calismalar, saflastirilan B-glukozidaz enziminin
endustriyel kosullara uygunlugunun ayrintili olarak anlasiimas icin 1sil kararlihginn
ayrintili bir sekilde incelenmesi, ¢ssitli kimyasal maddeler mevcudiyetinde davranisinin

incelenmesi ve inhibisyon mekanizmalarinin yine ayrintili bir sekilde ortaya konmasi
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seklinde siralanabilir. Ayrica saflastirillan enzimin N- ve C- ucu sira andlizleri yapilarak
enzimi kodlayan gen klonlanarak uygun bir konak¢i hiicrede ekspres edilebilir. Boyle bir
calismanin devaminda ise rekombinant B-glukozidaz enziminin kati bir destek Uzerine

immobilizasyonu da gerceklestirilebilir.
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