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OZET

Beyaz ciirtik¢iil fungus Trametes versicolor, aga¢ govdesinde yasamakta olup
karbon kaynagi ihtiyacini karsilamak i¢in aga¢ kabugunu degrade edebilmektedir.
Bunun i¢in lignin peroksidaz, mangan peroksidaz ve lakkaz enzimlerini
salgilamaktadir. Bu enzimlerin fonksiyonlar1 lignin, hemi-seliiloz ve seliillozdan
olusan aga¢ kabugunu parcalamaktir. Bu 0Ozelliklerinden dolayr bu enzimler,
endiistriyel alanda da yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, lignin, fenol ve
tirevleri gibi yikimi1 gili¢ (recalcitrant) maddelerin yikiminda etkili olan lignin
peroksidaz, mangan peroksidaz ve lakkaz enzimlerini sekonder metabolit olarak
ireten beyaz ¢iiriik¢iil fungus Trametes versicolor’dan lakkaz enzimi optimum

sartlarda iiretilerek kismi saflastirilmis ve nitelendirilmistir.

Trametes versicolor lakkaz’in optimum iiretim sartlarinin belirlenmesi igin
ortamin pH degeri, glikoz miktar1 ile iz elementler ve farkli indiikleyicilerin (fenol,
bakir stilfat, guaikol ve veratril alkol) etkisi incelenmistir. Sonug olarak en yiiksek
lakkaz enzimi tiretimi pH degerinin 5 ve glikoz konsantrasyonunun 10 gL' oldugu
degerlerde elde edilmistir. Indiikleyici madde kullanilmadig1 durumda optimizasyonu
yapilan besiyerinde aktivite 200 ila 250 UL arasinda iken indiikleyici olarak fenol
kullanildig1 zaman (5 gL™") aktivitenin 400 UL degerine ulastig1 goriilmiistiir.

Lakkaz enzimi, optimizasyonu yapilmig ve indiiklenmis ortamda maksimum
tiretimin gergeklestigi zamanda inkiibasyon durdurularak saflagtirma islemlerine tabi
tutulmustur. Saflastirma islemlerinde enzimin yiik dengesi kullanilarak anyon
degisim kromatografi kullanilmig ve elde edilen Ornekler SDS-PAGE ile
belirlenmigtir. Saflastirilmis lakkaz enziminin molekiil agirligi SDS-PAGE ile 80
kDa ve kinetik ¢alismasi sonucu ABTS i¢gin Ky, ile Vi, degerleri sirasiyla 0.366 uM
ve 1652 UL olarak bulunmustur.



SUMMARY

White rot fungus Trametes versicolor, which lives on boles, can degrade
barks as a source for carbon necessity. Therefore it secretes lignin peroxidase,
mangan peroxidase and laccase. The functions of these enzymes degrade the bark
which consists of lignin, hemi-cellulose and cellulose. Hence, due to these properties,
these enzymes are widely used in industrial areas. In this study, the laccase enzyme
was produced in optimum conditions from white rot fungus Trametes versicolor,
which produces lignin peroxidase, manganese peroxidase and laccase that are
effective in the destruction of recalcitran materials e.g. lignin, phenol and derivative,

and it was partially purified and characterized.

The effects of pH value, the amount of glucose, trace elements and different
inducers (phenol, cupper sulphate, guaiacol and veratril alcohol) were studied in
order to determine the optimum produce conditions of Trametes versicolor laccase.
As a result, the highest laccase enzyme was produced at pH and glucose
concentration 5 and 10 gL', respectively. In optimized medium, the enzyme activity
was between 200-250 UL" when inducer was absent. It was seen that the activity
reached 400 UL when phenol used as an inducer. When the maximum enzyme
production was occurred at optimized and induced medium, the incubation was
stopped and the laccase was subjected to purification procedure. Anion exchange
chromatography was used in the purification steps using charge balance and
maintained sample was determined by SDS-PAGE. The molecular weight of the
purified laccase was found 80 kDa with SDS-PAGE and kinetic constant K;,, and
Vimax values for ABTS were determined 3.66x10™* uM and 1652 UL, respectively.
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1. GIRIS

Biyoteknoloji; insan, hayvan ve bitki hiicrelerinin fonksiyonlarini anlamak ve
degistirmek amaciyla uygulanan c¢esitli teknikleri ve islemleri tanimlamak igin
kullanilan bir terimdir. Biyoteknolojik prosesler, endiistriyel kullanimina yoénelik
tirtinlerin gelistirilmesini ve modern teknolojinin doga bilimlerine uygulanmasini

kapsar.

Biyoteknoloji; hiicre biyolojisi ve doku kiiltiiri, molekiiler biyoloji,
mikrobiyoloji, genetik, fizyoloji ve biyokimya gibi doga bilimleri yaninda
mithendislik ve bilgisayar miihendisliginden yararlanarak, rekombinant DNA
teknolojisiyle bitki, hayvan ve mikroorganizmalar1 gelistirmek, dogal olarak var
olmayan veya ihtiyacimiz kadar iiretilemeyen yeni ve az bulunan maddeleri
(tiriinleri) elde etmek i¢in kullanilan teknolojilerin tiimiidiir. Biyoteknolojik
uygulamalar; mikrobiyoloji, biyokimya, molekiiler biyoloji, hiicre biyolojisi,
immiinoloji, protein miihendisligi, ¢evre miihendisligi, enzimoloji ve biyoproses
teknolojileri gibi farkli alanlar1 biinyesinde topladigindan bir ¢ok bilimsel disiplinle
karsilikli iliski i¢inde gelisir [1].

Biyoteknoloji sayesinde yeni tiir enzimlerin biiyiik 6l¢eklerde ekonomik olarak
tiretilmesi miimkiin olmustur. Enzimler hiicre i¢inde olugmakla birlikte biyolojik
etkinliklerini yitirmeden yani Kkatalizor faaliyetlerini koruyarak hiicre disina
cikarilabilir. Birbirlerine peptid baglar1 ile bagli amino asitlerin uzun zincir
yapilarindan olusmus ve canli hiicrelerdeki kimyasal reaksiyonlarin c¢ogunun
katalizinden sorumlu olan enzimlerin hepsi protein yapisindadirlar ve her bir enzim
spesifik katalitik etkiye sahiptir. Enzimler, neredeyse insanligin ilk zamanlarindan
beri dolayli veya direkt olarak gida iiretimlerinde bakteri ve mayalar vasitasiyla

kullanilmaktadir.

Bazi enzimlerin halen hayvan ve bitki dokularindan ekstrakte edilmeleriyle
birlikte enzimlerin ¢ogu fermentor denilen biiyiik reaktdrlerde mikroorganizmalardan
uretilirler. Mikroorganizmalar endiistriyel proseslerde kullanim i¢in uygun
canlilardir. Mikrobiyal cesitliligin belirlenmesi ve korunmasi biyoendiistrinin

gelisimine ¢ok onemli katkilarda bulunmakla birlikte ¢cok yonlii yapilar1 ve yiiksek



bliylime hizlar1 ile mikroorganizmalar yeni endiistrilerin olusturulmasi i¢in yiiksek

bir kullanim potansiyeli tasimaktadir.

Enzimleri biyolojik sistemlerde oldugu kadar endiistriyel uygulamalar i¢in de
gitgide cazip kilan ozellikler vardir. Ticari olarak iiretilen ve kullanilan enzimlerin
cok biiytik bir kismi1 mikrobiyal organizmalar tarafindan iiretilmekte ve mikrobiyal
enzimlerin biyoteknolojik siireclerle iiretilmeleri ve ¢esitli matrikslere baglanarak
daha kararli kilinmalari, enzimlerin endiistriyel kullanimindaki artisin temel
nedenleri arasindadir. Enzimler, canli hiicresinde tiim metabolik olaylar1 yoneten ve
yiiksek derecede 6zgiil protein katalizorlerdir. Organik kimyanin klasik yontemleri
ile geceklestirilmesi zor olan bir ¢ok reaksiyonun dogru enzimin varliginda biiyiik bir
ozgilliikle ve kolayca basarilabilmesi, enzimlerin canli hiicrelerden izolasyonu ve
canli disinda ¢esitli amagclar icin kullanilabilmesi enzim kullanimini 6ne ¢ikarmustir.
Enzimatik siireglerin daha az c¢evre kirliligine yol agmasi, kimyasal siire¢lerden daha
ilimlt kosullarda ve ekonomik olarak gergeklestirilebilmesi nedenleri ile enzimlerin
tekstil, deri ve deterjan endiistrileri ve atik giderme siireclerindeki kullanimlar biiyiik

oranda artmustir [1].

Verimlilikleri, secicilikleri, 1limli sartlar altinda calisabilmeleri ve biyolojik
olarak parcalanabiliyor olmalar1 nedeniyle enzimler endiistride organik sentezler,
klinik analizler, ila¢ iiretimi, deterjanlar gida iiretimi ve fermantasyon gibi bir¢ok
alanda kullanilmaktadirlar. Ozellikle tekstil endiistrisinde beyaz ciiriikgiil funguslar
tarafindan salgilanan seliilaz enzimi mikrofibril uzaklastirmada, lakkaz enzimi ise

renk agartmada kullanilmaktadir.

Beyaz ciirlik¢iil funguslar, hiire dis1 ligninolitik enzim sistemleri ile c¢evre
kirliligine neden olan birgok yikimi giic (recalcitrant) organik bilesikleri
(zenobiyotikler, lignin, boyarmaddeler vb.) indirgeyebilmektedir. Ozellikle lignin ve
renk giderimi amaci ile en yaygin kullanilan beyaz c¢iiriik¢lil fungus tiirleri;
Phanerochaete chrysosporium, Trametes (Coriolus) versicolor ve Funalia trogii’dir.
Son zamanlarda endiistriyel uygulamalarda, ozellikle tekstil endiistrisinde, boyar
maddelerin renk gideriminde yer alan ii¢ fonksiyonel enzimin Lignin peroksidaz
(LiP), Mangan peroksidaz (MnP) ve H,O, bagh peroksidazlar oldugu belirtilmistir.
Lakkaz ise sadece belirli tiirler tarafindan iiretilen diger bir fonksiyonel hiicre dist

enzimdir [2].



Protein saflastirma son derece pahali ve zor bir islemdir. Protein saflastirmada
amag bir proteini protein karigimindan ayirmaktir. Bu islem pH, sicaklik ve iyonik
kuvvet (tuz konsantrasyonu) kontrol edilerek gergeklestirilir. Ayrica biiyiikliik, kiitle,
sekil, ¢ozlnirliik, polarite ve afinite gibi fiziksel 6zellikler saflastirmada kullanilan
onemli parametrelerdir. Protein saflastirmada cesitli yontemler kullanilabilir. En ¢ok
kullanilan yontemler; santrifiij, diyaliz, ultrafiltrasyon, jel filtrasyon, iyon degisim

kromatografisi, elektroforez (SDS-PAGE) ve afinite kromatografisidir [3].

Bu c¢alismada, beyaz ¢iiriikkgiil bir fungus olan Trametes versicolor
mikroorganizmasindan endiistriyel bir enzim olan lakkaz enzimi optimum {iretim

sartlar1 belirlenmis ve saflagtirilmisve kismi karakterizasyonu yapilmistir.

1.1. Funguslarin Genel Ozellikleri

Funguslar fotosentetik olmayan bitkiler olarak tanimlanir. Fotosentetik
pigmentlerinin olmay1si, funguslar1 karbon ve enerji kaynagi olarak organik maddeyi
kullanmaya zorunlu kilmistir [4]. Funguslar dogada oldukga yagin olarak bulunurlar.
Yaklasik 400,000 cesitten olusan oldukca geligmis hiicresel yapiya sahip 0karyotik
canlilardir [5]. Biitiin cok hiicreli hayvanlar ve bitkilere ek olarak algler, protozoalar
ve funguslar da okaryotik hiicrelerden olusmaktadir. Okaryotik hiicreler de tiim
hiicreler gibi bir plazma membranla ¢evrili olmalarinin yaninda ekstra bir membranla
cevrili farkli hiicresel gorevler i¢in 6zellesmis organellere sahiptir. Her bir organel
fotosentezin kloroplastlarda, hiicresel solunumun da mitokondride gergeklesmesi gibi
kendi spesifik gorevini yerine getirir [6]. Funguslarin hiicre duvarlarinda kitin ve
selilloz karakterinde maddelerin bulunmasindan dolayr devamli degisen ¢evre
kosullarina uyum saglamada oldukca direngli olurlar. Funguslar genellikle diisiik pH
degerlerinde bile kolayca iireyebilir ve boyle ortamlara adapte olabilirler. Bu sebeple
funguslarin  minimum ve maksimum pH limitleri 2-11 arasinda degisebilir
funguslarin tireme 1s1 limitleri olduk¢a genistir ve tiirler arasinda farklar gosterir. Bu
sinirlar 0-60°C arasinda degismektedir. Hifalar maksimum 1s1 limitinin disinda
kolayca olmelerine karsin, sporlart yliksek 1stya ve degisik ¢evre kosullarina ¢ok

fazla dayaniklilik gosterir [7].



Funguslarin metabolik aktiviteleri alg ve yiiksek bitkilerden biraz farklilik
gosterir. Fotosentez yetenekleri olmadigindan enerji yoniinden zengin karbon
kaynaklarina ihtiya¢ duyarlar. Hetetrof bir beslenme 06zelligi gdsteren mantarlarin
metabolizmalar1 oldukga yiiksektir. Bunu gerceklestirmek icin fazla enerjiye ve
dolayisiyla da enerji liretimine ihtiyaglar1 vardir. Mantarlarda da diger okaryotik ve
prokaryotik canlilarda oldugu gibi, ATP (Adenozin Tri Fosfat) merkezi bir role
sahiptir [7].

Funguslar morfolojik olarak 3 sinifta toplanirlar; yeast (maya), mould (kiif) ve
dimorfik (dimorphic). Maya, 3-15 pum capinda oval ve tomurcuklanma seklinde
cogalan tek hiicreli canlilardir. Kiif, 2-10 um ¢apinda ¢ok hiicreli hypea sporlardir ve
yiizeyi pamuksudur. Dimorfik, maya ve kiif formunda olup farkli ¢evresel kosullarda

(sicaklik, CO,, besin, vb.) cogalabilen canlilardir [8, 9, 10].

1.1.1. Funguslarin Hiicresel Yapilari

1.1.1.1. Hifa (Hyphae)

Fungus kolonileri, hifa adi verilen, genellikle ince uzun ve saydam
mikroskopik flamentlerden (liflerden) olusmuslardir (Sekil 1.1). Uzunluklan tiirden
tiire degismekle birlikte genellikle 1-3 cm ve caplar1 da 5-10 um arasinda olmaktadir.
Bazilar1 dallanmamis ve ince bir tel seklinde goriiniime sahip olmasina karsin, bir
kisim hifa genetik karakteri geregi dallanma gosterir. Hifalardan meydana gelen ag
benzeri olusumlara miselyum adi verilir. Miselyumlar fungusun vejetatif govdesini
olusturur [7]. Bu flamentler (lif), septum adi verilen bir duvarla boliimlere ayrilir.
Septumlar hifalarin olusumunun ilk asamalarinda tamamlanmis halde bulunmazlar.
Bu bolgeler iskelet olarak eski duvarlarin enzimatik olarak bozunmasi ve yeni

duvarin olusumu i¢in materyal tasiyan iskelet olarak yayilirlar [11] .



Sekil 1.1. Flamentli bir beyaz ¢iiriik¢lil fungus olan Phanerochaete crysosporium hifalarinin SEM

gorilintiisi [12].

Kiifler genellikle hifa olarak adlandirilan flamentli ¢ok hiicreli yapilar
iizerinden biiyiir. Hifa hiicrelerinde bagimsiz sitoplazmik elementler vakuol, diiz
endoplazmik retikulum, cekirdek, mitokondri ve kesecikler (vesicles) Sekil 1.2°de

gosterilmektedir [12].
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Sekil 1.2. Hifanin hiicresel yapilari [13].

Ayni koloni iginde bulunan hifalardan bazilar1 beslenmeyi saglamak igcin,
tizerlerinde yasadiklari substratlarin i¢ine dogru uzanirlar. Disarida kalan diger
hifalar arasinda da bazilar1 ¢ogalmada gorev alir ve buna uygun olarak yapilarinda

kendilerine 6zel organizasyonlar olusur [7].



1.1.1.2. Septum

Septum olugumu genetik bir karakter olup hiicre duvarinin i¢ kismindan orijin
alir ve iceri dogru uzayarak kars1 duvara kadar devam eder. Yapisi hiicre duvarinin
yapist ile ayn1 kimyasal 6zelliktedir. Septum olusumuna oomycetes ve zygomycetes
smifi funguslar hari¢ diger flamentli funguslarin tiimiinde rastlanmaktadir [7].
Septumlar bdliimler arasindaki turgor basincina yapisal destek olarak hifalarin

rijitligini artirir (Sekil 1.3) [11].

Sekil 1.3. Neurospora crassa susunda FM4-64 ile boyanarak gozlemlenmis septum olusumu. Septum

disinda boyanan yerler yalnizca plazma membrandir. Bar = 10 pm [14].

Yapilan elektron mikroskop incelemelerinde iki tiir septumun varligi
belirlenmigtir; Birincil septum, Bu tiir septum genellikle ascomycetes ve
deutromycetes sinifina ait fungus tiirlerinde bulunmaktadir. Bu septumun ortasina
yakin yerde 0,005-0,5 um ¢apinda tek bir por bulunmaktadir ve bu por gerektiginde
kapanabilmektedir. Ikincil septum, Bu tiir septuma basidiomycetes smifina ait
funguslarda ve gelismenin bazi asamalarinda rastlanmaktadir. Bu tiirde septumun
ortasinda ¢ok dar bir delik (100-200 nm) vardir. Etrafi amorf ve kabarik bir zarla
cevrilidir [7].



Septumun fonksiyonlarini siralayacak olursak

e yapisal destek,

e hifalar zarar gordiigiinde ilk savunma alani olmasi,

o funguslar arasinda farklilasmaya yardimci olmasidir [13].

1.1.1.3. Hiicre duvari

Genel olarak hiicre duvari; karbohidrat, protein, yaglar ve c¢ok cesitli

polisakkaritlerle birlikte baglanmig fibril (lifsi) materyallerden olusur. Fibriler

materyal, oldukca inert olmasina karsin icerdigi materyaller zamanla degisebilir. Bu

fonksiyonel bilesenler besin taginmasi, iletisim, substratlara karsi gegirgen olmamasi

(non-permeable) ve hiicre duvari modifikasyonlar1 i¢in olduk¢a onemlidir [11].

Hiicre duvarinin fibril 6zelligini, kitin ve seliilloz verir. Bunlar, N-asetilglukozamin

ve glikoz polimerlerinin B-1,4 tarzinda birlesmesinden meydana gelmis diiz

zincirlerdir (Tablo 1.1) [7].

Tablo 1.1. Funguslarin her bir tiiriiniin hiicre duvari igerigi [11]

TUR FIBRIL JEL TIPI POLIMER

Basidiomycota Kitin B-(1-3) Ksilomannoproteinler
B-(1-6) Glukan a (1-3) Glukan

Ascomycota Kitin B -(1-3) Galaktomannoproteinler
B-(1-6) Glukan a (1-3) Glukan

Zygomycota Kitin, Kitosan Poliglukuronik acid

Chytridiomycota

Kitin, Glukan

Glukuronomannoproteinler
Polifosfat
Glukan




1.1.1.4. Vesikiil

Biiyiimekte olan hifalar vesikiil acgisindan olduk¢a zengindir. Vesikiillerin
icinde, hiicre duvarinin sentezinde ve ayni zamanda, lizizinde gorevli olan enzimler,
inorganik elementler, polisakkaritler, lipitler bulunur ve bunlar1 biiylimekte olan

hiicre duvari1 bolgesine tagirlar [7].

1.1.1.5. Cekirdek ve Cekirdeke¢ik

Fungus hiicrelerinde, ¢ekirdekler genellikle kiigiiktiirler. Her hiicrede bir tane
cekirdek olmasina karsin ¢ok geng¢ ve c¢abuk iireyen hifalarda bazen birden ¢ok

cekirdege rastlanabilmektedir [7].

1.1.2. Funguslarda Biiyiime ve Ureme

Filamentli funguslarda hiicre tiremesi ile biiyiime birbiri ile yakindan iligkilidir.
Funguslar, hifalarin genellikle u¢ kismindan biiyiime ve dolayisiyla de lireme gosterir

(Sekil 1.4). Hifalardaki bu biiylime 151k mikroskobunda gozlenebilmektedir.

Funguslar sporulasyon, eseyli ve eseysiz olarak ilireme yetenegine sahiptir.
Miselyumlar olgunlasir ve yeterince gida depo ederse veya gevresel kosullar
sporlanmaya uygun ise, hifalarda sporlar geligir. Sporlar olgunlastiktan sonra hifadan
ayrilarak serbest hale gelir ve boylece uygun kosullarda ¢imlenerek kendi tiiriine
0zgili fungusu olustururlar. Sporlarin sitoplazmasinda c¢ekirdek, vakuol, yag ve bir

fungusun olugsumuna yetecek miktarda inorganik ve organik maddeler vardir [7].
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Sekil 1.4. Funguslarin hifalardaki biiylimesi [13].



1.1.3. Funguslarda Beslenme

Funguslarin kendine 6zgii beslenme tarzlar1 bulunmaktadir. Enerji kaynagi i¢in
organik bilesiklere ve biyosentez i¢in de karbonlu kaynaklara gereksinim duyarlar.
Funguslar karbon ve enerji kaynagini bir¢cok substrattan temin edebilirler. Dogada
serbest olarak yasayan funguslarin birgogu enerji icin bitkisel kokenli kaynaklardan

yararlanirlar [7].

Funguslar gidalarinin bir kismini kendileri sentezleyebilirler. Ancak, biiyiik bir
boliimiinii de disardan saglar. Disarida bulunan makromolekiil veya polimerlerin
membrandan girebilmesi ekstraseliiler enzimlerin aktiviteleri ile miimkiindiir. Bu
enzimler hiicre i¢inde sentezlendikten sonra, bir kismi hiicre i¢inde kalir ve diger
kism1 ise digartya salinir. Enzimler hiicre disindaki polimerleri monomer haline

getirdikten sonra aktif / pasif tagima ile monomerler hiicre i¢ine alinir [7].

1.1.4. Funguslarin Simflandiriimasi

1.1.4.1. Ascomycota (sac fungi)

Bu funguslar kese (sac-like) benzeri yapilar ig¢inde ascospore olarak
adlandirilan sporlarini {iretmelerinden dolayr 6nceleri kese funguslari (sac fungi)

olarak adlandirilird.

Bu kese benzeri yapilar asci (tekil ascus) olarak adlandirlir. Sekil 1.5’te bir
cesit sac fungus olan fungusun mikroskopik goriintlisiinde sporlarin nasil keselerin
igerisinde nasil toplandig1 gosterilmistir. Cekirdek boliinmesi ve mayoz bu yapilarda
gerceklesir. Keselerde bir tur mitozdan sonra tipik olarak mayoz goriiliir ve sonugta

sekiz ¢ekirdek diger bir deyisle 8 adet ascospore agiga ¢ikar [17].
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Sekil 1.5. Ascomycota (sac fungi) mikroskopik goriintiisii [16].

1.1.4.2. Zygomycota (Conjugation Fungi)

Cilek ve diger yliksek oranda seker i¢eren meyveler iizerinde etkili olan en iinlii
kiiftir. Bu isimdeki funguslar arasinda eseyli spor olusumunun fungus veya
Ascomycota’lar gibi spor iireten yapilar yerine fungal hifalarin bir araya gelerek
birlesmesi veya iki hifanin karsilagsmasiyla olusan c¢ok kiigiikk yapilarda
gerceklesmesine dikkat ¢eker. Yaklasik 600 cesit zygomycota tiirli tanimlanmustir.
"zygomycota" terimi bolinmenin karakteristik temelini anlatir ki bu da zygospore
olarak adlandirilan eseyli sporlarin iiretimidir [19, 15]. Diger tiim funguslar gibi,
zygomycota da hem eseyli hem de eseysiz olarak cogalabilir. Eseysiz cogalma diger
funguslara benzerken eseyli ¢ogalma ascomycota’nin ¢ogalmasina benzerlikler

gosterir [20].

Farkli suslarin hifalarinin  ¢iflesmesiyle, her iki tarafta da bir ¢ikinti
(progametangia) olusur ve bunu ergin zygospore olusumu takip eder (Sekil 1.6). Bu
zygospore’lar dinlenme evresi olarak disiiniilebilir. Ciinkii ¢evre kosullar1 uygun
olmadiginda sik sik hifadaki biiylimeyi devam ettirmek i¢in bu form olusturulur.
Hifalar bozulabilir ve o6lebilirler fakat zygospore’lar kosullar diizelinceye kadar
beklemede kalirlar. Zygospore’lar gelismeye basladiktan sonra (mayoz bdliinmenin
gergeklesmesi) yeni hifalar olusur. Bu yeni hifalar uzun bir zaman iginde eseysiz
olarak c¢ogalabilirler. Yeni hifalar iiretmek i¢in gelismeye baslayan sporlar spor

kesesi yirtildiginda disar1 salinirlar (Sekil 1.7 a-b) [15].
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Sekil 1.6. Ergin Zygospore olusumu [15].

Sekil 1.7.a. Eseyli ¢ogalma. (A) Mucor mucedo’da gametangia yapilarinin birlesmesinin elektron
mikroskobu ile ¢ekilmis gorintiileri. (B) Mycotypha africana’da olduk¢a donanimli zigospor yapilari
[22].

Sekil 1.7.b. Eseysiz ¢ogalma (A) Benjaminiella poitrasii’nin ergin sporlarinin ve (B) Gilbertella

persicaria’nin spor kesesinin agilarak sporlarinin salinmminin elektron mikroskop goriintiisii [22].
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1.1.4.3. Chytridiomycota (chytrids)

Chytridiomycota en kii¢iik ve en basit fungustur. Prekambriyen ¢agindan kisa
bir siire sonra Kuzey Rusya Vendian’ da ortaya ¢ikmistir. Su ana kadar bilinen

“chytrid” benzeri en eski fosil fungustur [23].

“Chytridiomycota” tek hiicreli veya miselyum thalli’dir. Hiicre biiylimesi tek
hiicreli olarak veya ¢ok hiicreli hifalarin miselyumunda meydana gelebilir (Sekil
1.8). Thallus (bir fungusun somatik fazi) genelde tek hiicrelidir ve bu faz hifa
biliylimesini siirlayabilir. Hifa hiicreleri iireme yapilar1 burada bulunmamasina
ragmen coenocytic’tir. Zoosporlarin ¢ok gelismis yapilart “Chytridiomycota”
karakteristigini belirler. Bu yapida ribozomlar cekirdegin etrafinda kiimelenerek
cekirdegi bir kapsiil gibi sarar. Chytridiomycota bir veya iki adet kamgiya sahiptir.

Ayrica hetetrof bir canli olarak yasadigindan ¢lirtimiis organizmalar ile beslenir.

Chytridiomycota eseysiz olarak zoosporlar1 kullanarak ¢ogalirken eseyli
formda zoosporlar istedikleri bir substrata yerlesene kadar yiizebilirler. Zoospor

tutundugunda substrattan beslenir ve mayoz boliinmeyle burada ¢ogalir [21].

zoospore (1) ¢ G’
vejetatit

‘\’ Uametanolum Uamemn‘“”m
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} @8 hitcre
haploid (yar1 1\1 omozomlu)
kromozomlarin salmmu _,f
\ / 9 Q MAYOZ
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hitcre (1) dinlenme halindeki
Zoosporangium

Sekil 1.8. Chytridiomycota’ da eseysiz ve eseyli cogalma [13].
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1.1.4.4. Deuteromycota (The Fungi Imperfecti)

Bu boliimdeki tiirlerin hepsinin eseysiz olarak cogaldiklar1 bilinmektedir.
Funguslar cogunlukla hifalarin ucunda bulunan blastosporlar1 olusturur. Bu

boliimdeki gruplarin ayrilmasi birincil olarak blastosporlarin gelisimiyle alakalidir.

Bu altboliim iiyelerinin eseyli iireme evreleri yoktur. Bu nedenle “Fungi
Imperfecti” olarak ta anilirlar. Eseysiz liremeleri conidiumlar ile olur. Bu gruba giren
mayalar ise tomurcuklanarak c¢ogalirlar. Bunlarin yaninda sklerotium ve
klamidosporlar ile g¢ogalanlar da vardir. Kontrollii ¢evre sartlar1 altinda kiiltiir
edildiklerinde eseyli lireme yapmaya yonelen pekc¢ok tiyesi vardir. Egeyli lireme
sonucu olusan sporlarin ¢ogu ascospor, fakat birkac tiirde basidiospordur. Eseyli
tireme sathasi goriilmemis tiyeler conidiogendz hiicrelerin olusum tarzi, renk ve
konidiumlarin yapis1 ve bunlarin yerlesim tarzi gibi karakterlerle yapay olarak

siiflandirilirlar.

1.1.4.5. Basidiomycota (club fungi)

Basidiomycota yaklasik 30,000 tanimlanmus tiir igerir [24]. Bu grup oncelikle
basidium hiicrelerinde {iretilen eseyli sporlar olan Basidiospore’larla karakterize
edilir. Basidiomycota iiyeleri resmi olmayan bir sekilde “Basidiomycetes” olarak
adlandirilir. Bir ¢ogu “Clamp Connections” olarak adlandirilan ve diger funguslarda
olmayan septal yapilara sahiptir (Sekil 1.9) ve tiimiinde goriilmese de

Basidiomycota’ya 6zgii bir tiir hifa biiytimesidir [22].

RN
T _;,

Sekil 1.9. Clamp cell olusumu: A. Dikaryotik hifa, oklar hifa yoniinden biiyiime yoniinii
gostermektedir. B. Clamp cell ¢ekirdek bdliinmesiyle senkronize bir sekilde geriye dogru biiyiir. C.
Ergin clamp [22].
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Basidiomycota sinifi yaygin olarak bilinen funguslart igerir. Bu sinif ismini
basidia safhasi olarak adlandirilan hayat dongiistinde diploid gec¢is asamasindan alir.
Bacidia bir¢ok basidiomycete eseyli sporlardan olusur. Bu seklinden dolay1 da “club
fungi” olarak adlandirilir. Club funguslarin birgogu ciiriik¢iildiir. Geri kalan1 da
mycorrhizae (kdk mantar)’dir ve oldukca kuvvetli parazitlerdir. Bu parazit
funguslarin bir cogu agaglarda bulunur ve Oli agaglarin bozunmasini saglar.
Basidiomycetes diger tlirlerden daha az eseysiz ve daha ¢ok eseyli cogalmaya

egilimlidir [25].

Basidia (tekil; basidium) fungusun ¢ogalma yapilarin1 kaplar. Basidospore’lar
basidiodan koparak siiriiklenirler ve herhangi bir fruiting body’ye sahip fungusta

meydana gelebilirler.

Basidiomycota iiyeleri eseysiz olarakta ¢ogalabilirler. Bu ¢ogalma
Basidiomycota hifalarinin basit sekilde biiyiimesiyle gergeklesir ki bu hifalarin
ucunda Conidia adi verilen kiiclik, tek delikli kiiresel yapilardir. Conidia, yeni
hifanin ilk hiicresi olarak davranir. Yeni hifa oldukg¢a basit bir sekilde biiyiiyerek

bir¢ok conidia iiretir [15].

Basidia tiretiminin en belirgin 6zelligi hiicreler lizerinde eseyli sporlar olarak
tiretilmesidir. Her bir hiicre thallus icinde iki haploid (yar1 kromozomlu) ¢ekirdek
icerdiginden uzun Omiirlii (dikaryon) olmalar1 bir diger onemli 6zelligidir [22].
Bir¢ok Basidiomycota, Basidiumlar1 ¢ok hiicreli spor liretilen yapilar (fruiting body)
izerinde Uretmesinin yaninda basidialar maya veya diger tek hiicrelilerde de

olusabilmektedir [22].

Basidia genel olarak, sterigmata olarak adlandirilan ¢ok kiiciik bir sapin ucunda
her bir basidiumda dort spor olacak sekilde iiretilir (Sekil 1.10). Cogunlukla her bir

spor bir veya iki haploid mayozla olusan iiriinler igerir [22].
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Basidium

Basidiospore

Sekil 1.10. Basidiomycota eseyli cogalmasi; Coprinus cinereus mantarinin alt tarafindaki yiizeyinin

SEM’inden her birinde dort basidiaspore bulunan basidialar goriilmektedir [22].

Flamentli funguslar renkleri, sertlik dereceleri (yumusaklik) ve ciiriitme
(clirime) cesitlerine gore beyaz, kahverengi ve yumusak olarak ii¢ sinifa ayrilirlar.
Yumusak c¢iiriik¢lil funguslar Ascomycete ve fungi imperfecti (deutromycete)
gruplarint igerir ve seliilozu ayristirirken lignini kismi olarak parcalayabilir.
Kahverengi cliriik¢iil funguslar basidiomycetelerin bir kismini igerir ve hemiseliiloz
ile seliilozun ayristirilmasi icin tercih edilir. Lignini metil giderimi yaparak parcalar
ve bunun sonucunda da friin olarak amorf, kahve renkli ve kolayca ufalanan
reziidiiler olusur. Lignini kinonlara yikar ve dolayisiyla kahve renk olusur. Ugiincii
olarak beyaz cliriik¢iil funguslar da bazi1 basidiomyceteleri icerir. Lignin, beyaz
cliriik¢iil funguslar tarafindan oldukga etkili ve hizli bir sekilde pargalanir. Diger
bircok fungus ve bakterinin yaninda beyaz ¢iiriik¢iil funguslar lignini karbondioksit

ve suya tamamen parcalayabilmektedir [26].
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1.2. Beyaz Cliiriik¢iil Funguslar

Beyaz ciiriik¢iil funguslar global karbon dongiisiiniin diizenlenmesinde anahtar
olmaktadirlar [27]. Lignini parcalayan funguslar ekstraseliiler enzimlerini kullanarak
lignini depolimerize ve mineralize edebilme yeteneklerine gore karakterize edilir.
Ekstraseliiler enzimler olan lignin peroksidaz, mangan peroksidaz, H,O, iireten
enzimler ve lakkaz ligninin pargalanmasi ile iliskilidir. Beyaz c¢iirtik¢iil funguslarla
yapilan ¢esitli calismalar peroksidaz ve lakkaz enzimlerinin tiirden tiire farklilik
gostermesine ragmen tiim ligninolitik funguslar tarafindan salgilandigin1 gostermistir

[28, 29, 30].

Ligninolitik funguslar agaclarin kdklerinde beyazliga sebep olarak rekalsitran
bilesiklerin genis bir ¢esidini nonspesifik enzimlerle mineralize ve degrade
edebilmektedir. Bu yikimi gii¢ (recalcitrant) bilesiklerden bocek zehirleri (pestisit),
polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), poliklorlubifeniller (PCB), organoklorlar,
sentetik boyalar, cephane atiklari, sentetik polimerler gibi birgogu biiylik cevre

kirliliklerine sebep olurlar [31].

Beyaz ciirtik¢iil funguslar lignin, aromatik bilesikler ve tekstil boyalar1 gibi
mikrobiyal ataklara karsi dayanikli bilesikleri salgiladiklar1 spefisifik olmayan
ekstraseliiler enzimlerle oksitleyebilirler [32]. Beyaz ciiriik¢iil funguslarin bir
cogunun organik kirlilikleri genis bir spektrumda okside edebildigi gibi azo, trifenil
metan, polimerik ftalosiyanin ve heterosiklik boyalar gibi rekalsitran maddelerinde
cesitli tiirlerini okside edebildigi bulunmustur [33, 34, 35]. Bu kiiltiirler lignini
modifiye eden enzimleri yani lignin peroksidaz (LiP), mangan peroksidaz (MnP),
mangan bagimsiz peroksidaz (MnlP) ve sellobiyoz dehidrogenaz (CDH), azot,
karbon veya kiikiirtiin sinirli oldugu ortamlarda sekonder metabolitler olarak

salgilarlar [36].

Lignini pargalayan funguslardan Phanerochaete crysosporium ve Trametes
versicolor en c¢ok c¢alisilmis olan funguslardir. Ligninolitik basidiomycete
Phanerochaete crysosporium’ un lignini oldukga iyi degrade ettigi bulunmustur ve
ligninin biyolojik olarak parg¢alanmasinin fizyolojik gereksinimlerinin ¢alisilmasi i¢in

model organizma olarak kullanilmaktadir.



17

Phanerochaete crysosporium’ un ligninolitik enzimleri sadece karbon, azot
veya kiikiirt sinirlamasiyla tetiklenen sivi kiiltiirlerde sekonder metabolizma sirasinda
tirettigi bulunmustur [38]. Trametes versicolor olduk¢a fazla calisilmis ve onemli
miktarda lakkaz salgilayan bir diger beyaz ciiriik¢iil fungustur. Coriolus versicolor
ve Polyporus versicolor olarakta bilinmektedir. Phanerochaete crysosporium’a
benzer sekilde Trametes versicolor’da lignin peroksidaz ve mangan peroksidaz
enzimlerini salgilar. Bir¢cok lakkaz mantarin agac iizerindeki biiylimesi sirasinda
konstitutif (indiikleyici bir maddeye ihtiyag¢ duymadan enzim salgilayan) olarak
diisiik konsantrasyondaki iiretimi xylidine ve ferulik asit gibi aromatik bilesiklerin
ilave edilmesiyle yiiksek konsantrasyonlara indiiklenir. Trametes versicolor en ¢ok
calisilmig lakkaz iireten fungustur ve lakkaz hakkindaki bircok bilgi bu ¢alismalardan
elde edilmistir [38].

1.3. Beyaz Ciiriik¢cil Funguslarin  Salgiladigi

Ligninolitik Enzimler

Ekstraseliiler veya intraseliiler olarak salgilanan bu biyokatalizorlerin fiziksel
fonksiyonlart mikroorganizmadan mikroorganizmaya farklilik gostermesine ragmen

sonugta hepsi polimerizasyon veya depolimerizasyon proseslerini katalizler [39].

Lignin molekiilleri hiicre igine tasinabilmesi i¢in oldukca biiyiiktiir. Lignin,
bitki hiicre duvarmin yapisal komponentini saglar. Lignin heterojendir ve cesitli
hidroliz edilmeyen -C-C- ve -C-O- baglar tarafindan birbirine baglanan fenil
propanoid birimleri i¢ceren kompleks bir biyopolimerdir [40]. Heterojen yapisindan
dolay1 lignin biyolojik olarak pargalanmasi igin ekstraseliiler enzimler olmasi
gereklidir [41]. Lignin degredasyonundan sorumlu iki tip ekstraseliiler enzim vardir.

Bunlar fenoloksidazlar ve peroksidazlardir.

Lakkazlar (EC 1.10.3.2) c¢oklu bakir fenoloksidazdir. Bu enzimler fenol ve
aromatik aminleri oksitler. Yapisinda bulunan 4 e = unu suya indirgemek i¢in

oksidant (yiikseltgen) olarak hidrojen peroksit (H,O,) yerine oksijen (O,) kullanir.
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Peroksidazlar ise farkli substrat spektrasina gore ikiye ayrilir. Biri Mn (II)’yi en
verimli indirgen substrat olarak kullanan mangan peroksidaz (EC 1.11.1.13) digeri de
nonfenolik ve fenolik aromatik bilesikleri oksitleyen Lignin peroksidaz (EC
1.11.1.14)’dir [38]. Tek elektron oksidasyonunu serbest radikal iiretmek icin
katalizler. Degredasyon sirasinda lignindeki kimyasal degisimle agiklanan bag
yarilmas1 reaksiyonlari ve ¢esitli nonenzimatik baglanmalarla yer degistirmelere
ugrayan serbest radikal iiretimi fungal kiiltiirler tarafindan katalizlenir. Bu enzimlerin
lignin degredasyonunu olusturmak icin disiik molekiil agirlikli mediating

substratlardan yararlandig1 gosterilmistir [41].

Lignin Peroksidazlar hem fenolik hem de fenolik olmayan maddelerin
oksidasyonunu katalizler, lakkaz ve mangan peroksidaz ise fenolik bilesikleri fenoksi
radikaller ve kinonlara oksitler, gilkoz oksidaz ve glioksal oksidaz da H,O, iiretimi
ve sellobioz-kinon oksidorediiktaz ise kinonu indirgeyen bu enzimlerin lignin
pargalanmasiyla ilgisi vardir [36, 42]. Ligninin pargalanma derecesi odunun diger
bilesenlerin c¢evre kosullarina ve icerdigi fungus cesitlerine baghidir ve bunun
gerceklesmesi icin tek bir mekanizma olmadigt ve de bu mekanizmanin
mikroorganizmalar arasinda farklilik gosterdigi kanitlanmmgtir. Ornegin  Pleurotus
ostreatus, lignini degrade eden mikroorganizmalarin alt sinifina aittir ve lakkaz,
mangan peroksidaz ve veratril alkol oksidaz iiretirken lignin peroksidaz iiretmez

[43]. Pycnoporus cinnabarinus ligninolitik enzim olarak sadece lakkaz tiretir [44].

1.3.1. Fenoloksidaz

Mavi bakir enzimler igerdikleri dnemli kofaktorlerden dolay1 primer amino asit
zincirleri ve biyolojik fonksiyonlarinda farklilik gostermesine ragmen ii¢ boyutlu
yapilar1 ve ii¢ degisik tipteki bakir (Cu) baglanma bolgeleri oldukca benzerdir [38,
45].
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Substrat olarak molekiiler oksijen (O;) kullandig1 bilinen 200 den fazla
oksijenaz ve oksidaz vardir. Ancak bunlardan sadece 6 tanesi oksijeni su molekiiliine

indirger.

¢ Blue oxidase (laccase) (EC 1. 10. 3. 2)
e Cytochrome-C oxidase (EC 1. 9. 3. 1)
e L-ascorbate oxidase (EC 1. 10. 3. 3)

e Ceruloplasmin (EC 1. 16. 3. 1)

e Bilirubin oxidase (EC 1. 3. 3. 5)

e Phenoxazinone synthase (EC 1. -. -. -)

1.3.1.1 Lakkaz (EC 1. 10. 3. 2)

Coklu mavi bakir proteinlerinin en yaygin olarak bulunani lakkazdir [46].
Dogada her yerde bulunan glikoproteinlerdir. Lakkaz enzimi (EC 1.1.3.2, p-difenol;
dioksijen oksidorediiktaz) oksidazlarin mavi-bakir proteinler olarak adlandirilan

ailesine aittir [47].

Lakkazlar mavi bakir proteinleridir fakat cogunlukla polifenol oksidazlar
olarak tanimlanirlar. Polifenol oksidazlar, son elektron alicis1 olarak molekiiler
oksijen igeren aromatik bilesikleri oksitleyebilme 6zelligine sahiptir [48]. Lakkaz
enzimi XIX. yy’dan bu yana calisilmis enzimlerden biridir [49]. Ilk olarak 1883
yilinda Yoshida tarafindan japon Lacquer (vernik) agaci olan Rhus vernicifera’nin
recine kanal sivilarindan ektrakte edilmistir [47, 49]. Izolasyonu ve
piirifikasyonundan yaklagitk 10 yil sonra °‘lakkaz’ olarak adlandirilmistir [50].
Sonrasinda 1896 yilinda Bertrand ve Labord, lakkazin funguslar tarafindan da
salgilanan bir enzim oldugunu bulmustur. Coriolus versicolor, Dichomitus squalens,
Junghuhnia separabilma, Phanerochaete crysosporium, Phlebia ochraceofulva,
Phlebia radiata, Rigidoporus lignosus ¢ok calisilmis ve onemli beyaz ciiriikgiil
funguslardan bazilaridir [38]. Lakkaz aktivitesi gosteren tek bakteri de Azospirillum
lipoferum’dur. Lakkaz ayrica agag, lahana, salgam, sekerpancari, elma, seftali,

kuskonmaz gibi bir¢cok sebzede de teshis edilmistir [47].
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Tablo 1.2. Genel ve Trametes kaynakli lakkaz enziminin fiziksel 6zellikleri [38].

Ozellik Lakkaz (genel) Lakkaz (Trametes)

3.0-75 3.6-53

Optimum pH

Optimum Sicaklik (°C) 40 - 80 60
60 - 390 60 - 65

Molekiil Agirhg: (kDa)

Molekiil basina 2-16 4

Bakir icerigi

Redoks potansiyeli (mV) 180 — 800 T1 (pH 5.5) 785

Izozimlerinin sayis1

izoelektrik nokta (pI)

Karbonhidrat icerigi

Inhibitorleri

Katalizledigi reaksiyonlar

Substratlar:

T3 (pH 5.5) 782

>5 Farkl1 genlerde 2-3
Kromatografik formda
bulunabilir
2.6-7,8 3.1; 3.3, 4.6-6.8
10 - 45 14

CN-; N;-; F-; halojen ve anyonlar; pH; dietilkarbamik asit;
tiyoglikolik asit; feniltiyotire EDTA; coniferyl alkol

Metil, metoksi ve karboksil giderimi;  fenoksi
radikallerinin  olusumu; C,-Cp yarilmasi; aril-alkil
yarilmasi; C,-oksidasyonu

o- ve p- difenol; polifenol; aminofenol; klorofenol;
askorbik asit; ferrosiyanit
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Lakkaz (EC 1.1.3.2, p-difenol; dioksigen okidoreductase) 70 kDa molekiil
agirhiginda bir polifenol oksidazdir [52, 53]. Molekiiler oksijenin 4e¢ ~ unun suya
indirgenmesini katalizleyebilen bir grup mavi ¢oklu bakir oksidaz (bmCuO) ailesinin
bir liyesidir. Molekiiler oksijenin indirgenmesi indirgen substratin le ~ oksidasyonu
ile birlikte yiiriitiiliir [S1]. Fenol icin organik solventlerdeki gibi analitik biyosensor
araclari, biyofuel hiicrelerde oksijen katotlarin gelistirilmesi, tekstil boyalarinin
degredasyonu, organik sentezler, immunoassay labelling, lignin giderimi, metil
giderimi ve kagit hamuru beyazlatilmas: gibi ¢esitli biyoteknolojik ve cevresel

kullanimlar1 bulunmaktadir [38, 39, 52, 54-57].

Lakkazlar sadece metoksi siibstitiie monofenol, orto-/para-/difenollerin
hidroksil grubundan H atomunun uzaklagtirtlmasini degil ayni zamanda aromatik
aminler, syringaldazine ve nonfenolik bilesikleri de radikaller haline oksitleyebilme
yetenegine de sahiptir [56, 58]. Buna ek olarak sadece fenolik ve metoksifenolik
asitleri degil dikarboksilik asitleri de metoksi gruplarina saldirarak (dimetilasyon)

oksitler [59].

1.3.1.2. Lakkaz Enziminin Yapisal Ozellikleri

Aktif haloenzim formu olarak lakkaz molekiilii dimer veya tetradimer bir
glikoproteindir. Cogunlukla monomer basina ii¢ redoks bolgesine bagli dort bakir
atomu igerir. Monomer siniflarmin molekiil agirhig 50-100 kDa arasindadir. Onemli
bir 6zelligi de yapisinda bulunan % 10-45 oranindaki karbonhidrat kisminin enzime

yiiksek stabilite saglamasidir [61].

Lakkazlar monomerik veya multimerik bakir igeren enzimlerdir ve bu
enzimlerde bakir atomu Onemli bir prostetik gruptur [38]. Monomerik lakkaz
molekiillerinin ¢ogu yapilarinda 4 tane bakir atomu igerir ve yapilar1 UV/visible ile
elektron paramanyetik rezonans (EPR) spektroskopi teknikleri kullanilarak {i¢ gruba

ayrilmistir:
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Tip I bakir (T1); enzimin 600 nm’ de gozlenebilen yogun mavi renginden
sorumludur ve EPR ile belirlenebilir. T1 bakir1 ¢cogunlukla iki histidin aminoasitinin
iki azotu ve sistein amino asitinin de kiikiirt grubu ile bag yapmis durumdadir (Sekil
1.11) [47]. Lakkaz enziminin karakteristik mavi renginden Tipl bakirin, sistein (Cys)

aminoasidinin kiikiirt (S) grubu ile yaptig1 bag sorumludur [62].

Tip II bakir (T2); renksizdir. Goriiniir bolgede ¢ok zayif absorbans vermesine

karsin EPR ile belirlenebilir,

Tip IIT bakir (T3); iki ¢ekirdekli konformasyonda bir ¢ift bakir atomu igerir.
T3 bolgesinin iki bakirt yakin (near) UV’de 330 nm de verdigi zayif absorbans
bandiyla karakterize edilirken EPR’ta sinyal vermeyen bir ¢ift bakir atomu igerir [47,

51, 62].

1
\ M
N f“r

His
Eﬂq E-'

B\ \ / L)
|:. NS

Sekil 1.11. Lakkazin bakir merkezleri [63].
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T, ve Ts bakir bolgeleri kapalidir ve ti¢ ¢cekirdekli merkez formunda kiimelenir.
Burada iki adet T3 bakir1 hidroksil kopriisiiyle baglanmis durumdadir ve bu
kiimelenme yeri O, indirgenme bolgesidir [43, 47, 64]. Bu tip enzimlerdeki T1 bakir
bolgesinin fonksiyonu; indirgen substrattan elektron alarak T2/T3 bakir kiimesine
sonradan ortaya ¢ikan bu elektronun transferidir (Sekil 1.11) [65]. Lakkazdaki T1
bakirt indirgen substratla reaksiyona girer. Lakkazin substrat araligi kismi olarak
redoks potansiyeline (E°) gore belirlenmistir. Genelde fungus kaynakli lakkaz ile
agac kaynakli lakkaz karsilastirldiginda fungus kaynakli olan yiiksek redoks
potansiyeline sahip oldugu goriilmiistiir. Fungus kaynakli: 0.5-0.8 V, aga¢ kaynakli:
0.3-0.4 V degerindedir [45]. Bu yiiksek deger Tip I bakirinin sahip oldugu ii¢
ligandin (2 histidin(his) ve 1 sistein (cys)) trigonal piramidal geometrideki

koordinasyonu sonucudur [66].

Ornegin, Trametes villosa kaynakli lakkazin aminoasit zincirinin 463
sirasindaki fenil (phe) yerine mutasyonla metionin (met) getirilmis ve redoks

potansiyeline bakildiginda yiiksek degerin diistiigli goriilmiistiir [66].

Bazi indirgen substratlar i¢in lakkazin katalitik etkinliginin oncelikli olarak T1
bakir bolgesinin redoks potansiyeline bagimli oldugu bulunmustur. Dolayisiyla T1
bakir bolgesinin redoks potansiyeli ne kadar yiiksekse katalitik etkinlikte o kadar
yuksektir [52, 69]. Olduk¢a benzer veya Ozdes goriiniimlii bakir koordinasyon
geometrisine ragmen farkli mavi ¢oklu bakir oksidazlarin redoks potansiyelinin (Eo)

nasil ayarlandigi halen tam olarak agiklanamamustir [67, 68].

Iki T3 bakir atomu arasindaki kuvvetli antiferromanyetik baglanma hidroksil
kopriisii ile olusur (Sekil 1.12) [64]. Bu tip enzimde T1 bodlgesinin fonksiyonu T2/T3
kiimelenmis bakira elektron transferinin ardindan, indirgen substrattan (elektron

dondrii) elektron alimini saglamaktir [66].
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—_— N(His)
IAY y
| \ ‘ /N(His) N(HZS)N .
(His)N Cu2* ' / (His)
— Oy 2+ OH (Cys) S—Cu?*
HO —Cu /2+ \
, Cu S(Met)
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(His)N ‘ N(His)
N(His)

Sekil 1.12. Lakkazin aktif bolgesindeki bakir atomlarinin diizenlenisi [67].

Bu geometri bozulmus trigonal bipiramidal kooordinasyon olarak
tanimlanmaktadir. Cu(I) ve Cu(Il) tiirleri i¢in tercih edilen koordinasyon bolgesi
arasindaki ara iirlin ender goriiliir. Losin reziidiisii mevcuttur ancak direkt olarak

koordine olmak i¢in ¢ok uzaktir. Bu nedenle Cu sadece ii¢ atomla koordinedir [62].

Lakkazlar kaynagindan bagimsiz olarak, bir¢ok anyon tarafindan inhibe
edilebilir. Floriir, siyaniir, tiyosiyanat ve azid benzeri anyonlarin bakir bolgeleri ile

etkilesime girmesiyle kuvvetli sekilde inhibe olabilir [51, 69, 70].

Farkli kaynaklardan elde edilen lakkazlarin kinetik verilerine bakildiginda
yardimet substrat olan oksijen i¢in Km degerleri (~107) benzer ancak Vmax (50-300
Ms™) degerlerinin farkli oldugu belirtilmistir. Kinetik, sabit pH degerine bagl olarak
farklilik gosterir. Km ise hem substrat hem de yardimci substrat i¢in pH degerinden

bagimsizdir [51, 69, 70].

Trametes versicolor kaynakli lakkazin elektrostatik yilizey dagilim potansiyeli,
negatif ylikiin baskinligin1 ortaya ¢ikarir ki bu da asidik bir pl degeri ile uyum
gosterir (pl: 3.5). T1 bakir bolgesinin yakinindaki ¢ukurun kiigiik negatif yiikiine
substratin baglandig1 enzim-substrat kompleksinin kristal yapisindan bilinmektedir.
Bu bolgedeki negatif yiikiin fonksiyonel onemi katalitik dongii boyunca olusan

radikalin stabilizasyonunu saglayabilir. Bundan dolay1 énemlidir [51].
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1.3.1.3 Lakkaz Enziminin Kristal Yapisi

Lakkazin miikemmel sekildeki elektron yogunlugu dort bakir atomunun hepsi
ve toplamda da 7 N-asetil glikozamin kism1 ve 5 ayr1 N-glikozilasyon bolgesiyle
polipeptidin tamaminin modellenmesine izin verir [37]. Trametes versicolor kaynakli
lakkazin yapis1 monomerdir. Sahip oldugu ii¢ domainin boyutlar1 yaklasik olarak 65

X 55 x 45 A” dur. Her domain benzer B-barel yapisina sahiptir [51].
Domain 1: iki adet dort stranddan olusan B-sheet ve 4 tane 3;¢-helix igerir.

Domain 2: bir adet alt1 iplikli ve bir tane de 5 iplikli B-sheet igermesinin

yaninda 1. domaindeki gibi ii¢ tane 3¢-helix igerir.

Domain 3: B-barrel formunda 2 tane bes iplikli ve bir tane iki iplikli B-sheet
igerir. a-helix ve B-sheet ile birlikte T1 bakirin yerlestigi bir bosluk olusturur (Sekil
1.13) [51].

Entry

channel

channel

Sekil 1.13. Lakkaz enziminin yapisinda domainlerin diizenlenisi (D1-D3) [52].
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Lakkazin kristal yapisi igerdigi ii¢ cupredoxin benzeri domain igeren
monomerik bir molekiil oldugunu gosterir. 1998 yilinda Coprinus cinereus’ tan elde
edilen lakkazin kristal yapisinin Cu-2 bagimli oldugu rapor edilmistir (Sekil 1.14)
[62].

Sekil 1.14. Coprinus cinereus’ dan elde edilen Cu-2 bagimli lakkazin kristal [63].

Tim mavi bakir oksidazlar, molekiiler yapisinda B-barrel formunda domainler
igerir ayrica l¢iincli domain dort adet kisa helikal bolgelerden olusan B-sandwich

konformasyonundadir (Sekil 1.15) [62].

Sekil 1.15. Coprinus cinereus’ dan elde edilen Cu-2 bagimli lakkazin cupredoxin benzeri
domainlerden (a) B-barrel ve (b) B -sandwich konformasyonlari Ducros ve arkadaslari tarfindan

tanimlanmustir [63].
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Kristal yap1 ii¢ ¢ekirdekli merkezde T2 bakirt ve T3 bakirlarinin beraber ve
birbirine yakin oldugunu gosterir [46]. Calismalar T2/T3 bakir bodlgesinin Cu
atomlarinin sekiz Histidin (His) ile diizenlenmis oldugunu gostermistir. Bu sekiz
histidin 4His-X-His motifiyle korunmaktadir. T3 bakirlar1 alt1 histidinle koordine
iken T2 bakir1 kalan iki histidin ile koordinedir (Sekil 1.16) [62].

His 457

Sekil 1.16. Coprinus cinereus kaynakli Cu-2 bagimhi lakkazin aktif bdlgesinde ligand ve bakir
atomlarinin koordinasyonunun top ve ¢ubuk modeli. Bakir yesil, kiikiirt sar1 ve oksijen atomlar:

kirmizidir [62].

1.3.1.4. Lakkaz Katalizli Reaksiyonlar

Lakkazlar hem mono hem de multi bakir i¢ceren oksidazlardir. Bu oksidazlar
fenolik bilesik ve aromatik amin substratlarin ¢ok biiylik bir miktarinin le
oksidasyonunu katalizler. Molekiiler oksijen terminal elektron akseptorii olarak
davranir ve bdylece iki molekiil su indirgenir [62]. ABTS gibi belirli substratlar
potansiyel olarak iki elektronunu verebilmesine ragmen lakkazlar sadece le ~
oksidasyonunu tamamlayabilmektedirler. Bu nedenle sonradan (subsequent) olusan

non enzimatik reaksiyonlarla radikaller olusturulur [65].

Lakkazin katalitik mekanizmasinda bakir atomlari 6nemli rol oynarlar. Lakkaz

katalizli reaksiyonlar ii¢ ana basamaktan olusurlar.
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1. Indirgen substratin kendisi yiikseltgenirken T1 bakirini indirger.

2. Acgiga ¢ikan elektron T1 bakir bolgesinden ii¢ ¢ekirdekli olarak kiimelenmis
T2 ve T3 bakir bolgelerine taginir.

3. Ug ¢ekirdekli olarak kiimelenmis T2 ve T3 bakir bolgesinde molekiiler

oksijen suya indirgenir.

Kinetik, spektroskopik ve EPR verileri T1 ve T2 bakir atomlarinin elektron
alimin1 ve T2 ile T3 bakir atomlarininda oksijen baglanmasin igerdigini gostermistir

[59].

Yapilan ¢alismalardan indirgen substrattan oOncelikle T1 bakir bolgesinin
elektron aldig1 ve bu reaksiyonunda tek fazli (monophasic), bimolekiiler ve ikinci
dereceden olarak yiiriidiigii goriilmiistiir. Ikinci dereceden hiz sabiti T1 bakirmin
indirgenme hiz1 olarak tanimlanmaktadir. T1 bakir bolgesinden {i¢ ¢ekirdekli bakir

bolgesinin (T2/T3) molekiiller arasi elektron transferi daha yavastir [65].

4RH + 02 — 4R + 2H20 /4RH + 02 —>» 4Re + 2H20

Lakkaz katalizli reaksiyonlarda substrat molekiillerinin ¢ok biiyiik bir kisminin
lakkaz tarafindan le oksidasyonuyla bir serbest radikal olusmasi gozlenir [62, 71].
Substratin le™ oksidasyonu oksijenin 4e  indirgenmesi ile tamamlanir ancak bu
mekanizma tam olarak agiklanamamaktadir [47]. Tipik olarak ilk iiriin stabil degildir
ve ikinci iriin de enzim katalizli oksidasyon, nonenzimatik hidrasyon, veya
polimerizasyon gibi reaksiyonlar altinda olusabilir. Lakkazin dogal substrati olan
ligninin baglar1 lakkaz tarafindan yarilir. Bu yarilma C, oksidasyonuyla ( C, —Cg
baginin yarilmasi ve aril-alkil yarilmasi ) ligninin fenolik alt birimlerine saldirmayla
olur (Sekil 1.17) [27]. Molekiiler oksijen son elektron alicis1t olarak davranir ve

boylece iki molekiil su (H,O) indirgenir [62].
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Sekil 1.17. Ligninin fenolik gruplarmin lakkaz katalizli oksidasyon (yiikseltgenme) reaksiyonu [63].

1.3.1.5. Lakkaz Araci Sistem ve Aracilar (Mediator-ler)

Ligninin sirali (random) polimer olmasi ve lakkazinda diisiik redoks
potansiyelinesahip olmasindan dolay1 lakkaz sadece ligninin fenolik parcalarini
oksitleyebilir. Lakkaz araci sistem (LMS)’in lignine olan aktivitesi iki ana faktore
bagimhidir. Ilk olarak enzimin redoks potansiyeli ikinci olarak da mediatoriin

oksidasyonundan olusan radikallerin stabilite ve tekrar kullamilabilmsidir.

Farkli substratlar ve mediatorler ile degisik kaynaklardan elde edilen lakkazin
cok cesitli  sekillerde reaksiyon verdigi  gosterilmistir [58]. Ligninin
biyodegredasyonunda lakkazin gorevi vardir ancak diisiik oksidasyon
potansiyelinden dolay1 fenolik bilesikler icin mediatdr bilesikler varliginda bu
enzimler kullanilir. Ciinkii lignin ve benzeri bilesiklerin oksidasyonu yiiksek

oksidasyon yetenegi gerektirir [71, 72].

Yiiksek redoks potansiyeline sahip (>900 mV) kiiciik molekiil agirlikli dogal
bilesikler mediator olarak adlandirilir ve oksijen delignifikasyonundan gelen fenol

icermeyen reziidiilerin oksidasyonu icin kullanilabilir [44].
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Substratlar biiytikliiklerinden dolay1 enzimatik pakete direkt giremediklerinden
kiigiik birer molekiil olan mediatorler devreye girer. Mediatdr, bir ¢esit elektron
mekigi (electron shuttle) olarak davranan bir molekiildiir. Enzim tarafindan
yiikseltgendiginde oldukca kuvvetli yiikseltgen (oksidan) bir ara bilesik (co-
mediatér-Med,x) olusur. Enzimatik paketten difiiz edildiginde herhangi bir substrati
kolaylikla oksitleyebilmektedir (Sekil 1.18) [73].

H20 v\ /v Lakkaz (oks) \ / Mediator \ /, Substrat (oks)
1’ K K
©: / \ Lakkaz (ind) ’/ I'b".[?[]ifltﬁl'{l:lk:ﬁ:}} Substrat

Sekil 1.18. Lakkaz mediator oksidasyon sisteminin katalitik dongiisii [73].

Lakkaz mediator sistemi (LMS), kagit hamurundan lignin giderimi, tekstil
boyalarinin agartilmasi, PAH degredasyonu, bocek ilact ve bocek zehiri
degredasyonu ve organik sentez gibi genis bir uygulama alaninda kullanilmaktadir

[38, 56, 60, 72].

LMS i¢in yaklasik olarak yiiziin {izerinde olas1 mediator bilesik tanimlanmistir
fakat ABTS (azin; 2,2’-azino-bis-(3-ethylbenzotiazoline-6-sulfonic acid)) ve HBT
(triazol; 1-Hidroxybenzotriazole) en yaygin olarak kullanilan bilesiklerdir (Sekil
1.19) [72, 74].
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Sekil 1.19. Baz1 dogal ve sentetik (yapay) mediatorler ve kimyasal yapilari. 1) 2,2’-azino-bis(3-
etilbenziltiazolin-6-siilfonik asit), ABTS; 2) 1-hidroksibenzotriazol, HBT; 3) Benzotriazol, BT;
4) Remazol brilliant Blue, RBB; 5) Klorpromazine, CPZ; 6) Promazin, PZ; 7) 1-nitrozo-2-naftol-3,6-
disiilfonik asit, NNDS; 8) 2-nitrozo-1-naftol-4-siilfonik asit, HNNS; 9) Veratril alkol, VA; 10) Dimer

I; 11) Dimer II; 12) Dimer I11.
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1.3.1.5.1. 2,2’-azino-bis(3-etilbenziltiazolin-6-siilfonik asit) Aracili Sistem

Lakkaz enzimi 2,2’-azino-bis(3-etilbenziltiazolin-6-siilfonik asit)’i (ABTS)
serbest radikaller araciligiyla stabil bir katyon radikaline oksitler. Olusan katyon

radikalin yogun rengi de enzim aktivitesiyle iligkilidir.

ABTS’nin kagit hamurundan lignin giderimindeki rolii heniiz tam olarak
anlasilamamistir. ABTS’ nin olusan katyon radikali kraft pulp’in fiber duvarlarindaki
lignin reziidiileri ve fiber duvarlardan iceri giremeyen biiyiik lakkaz molekiilii

arasinda elektron tasiyici olarak davranir (Sekil 1.20) [71, 72].
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Sekil 1.20. Lakkaz ile beyazlatma islemi gormemis kagit hamurunun ¢apraz bagh fiberleri arasindaki

etkilesime bir 6rnek [72].

Azinlerin redoks dongiisiindeki ara oksidasyon basamagininin ara iirlinii katyon
radikaller olarak tammlanir. ikinci elektronun ayrilmasi ve oksidasyonun devami
sirasinda uygun dikatyonlar gozlenebilir. Oyleki ABTS™ ve ABTS ** katyonlarinin
redoks potansiyelleri sirasiyla 0.680 V ve 1.09 V olarak hesaplanmustir [75].
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1.3.1.5.2. 1-hidroksibenzotriazol (HBT) Aracih Sistem

HBT, N-heterosiklik (heterohalkali) bilesiklerin N-OH grubu tasiyan
mediatorlere aittir [76]. Oksijen harcayan HBT enzim tarafindan aktif ara iirline

cevrilir. Bu ara {irlin bir reaktif radikale (R-NO) oksitlenir [58].

Lakkaz / HBT sistem kagit hamuru beyazlatilmasi i¢in yapilan denemelerde iyi
sonuglar vermis ve ayn1 zamanda -1 bagl dimerler gibi ligninde B-O-4 bagl fenolik

icermeyen alt birimlerin oksidasyonu i¢in de yeterli oldugu goriilmiistiir [77, 78].

1.3.2 Peroksidaz

Peroksidazlar hem (heme) grubu iceren enzimlerdir. Hem peroksidazlar
Phanerochaete crysosporium gibi lignini parcalayan basidiomycete’ler tarafindan
tiretilir [105]. Peroksidazlar daha once de belirtildigi gibi substrat spektrasina dayali
olarak ikiye ayrilir. Birinci tiir mangan peroksidaz (MnP) dir ve Mn(II) onun i¢in en
1yi indirgen substrattir. Lignin peroksidaz (LiP) ise nonfenolik ve fenolik aromatik
bilesikleri oksitler. Lignin ve benzeri bilesikleri oksitleyebilmeleri i¢in hidrojen

peroksite (H,O,) ihtiya¢ duyarlar [79].

Native enzim de bulunan porfirin halkasindaki Fe oncelikle H,O, ile oksitlenir
ve bdylece enzimin oksidasyon bolgesinde 2e” olusur (Bilesik I olusumu). Porfirin
kofaktSriin H,O, tarafindan oksidasyonu sirasinda Fe’* ve porfirin halkasindan 1le
ayrilir ve Fe*" ile porfirin katyon radikal olusur. Bilesik I uygun indirgen substrat
varliginda Fe'" ara iiriinii (Bilesik II) araciligiyla iki basamakta tekrar native enzime
indirgenir (Sekil 1.21) [65]. Ilk iki reaksiyon hizliyken bilesik II’nin reaksiyonu 10
kat daha yavastir [80, 81]. Bu nedenle k; enzimin katalitik etkinlik (turnover)
degerinde (kca) ¢ok kuvvetli bir sekilde etkilidir [82].

Peroksidazlarin her bir katalitik etkinli§inde (turnover) iki molekiil serbest

radikal olusur [83].
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Sekil 1.21. Peroksidazlarin katalitik dongiisii [60].

Mangan peroksidaz ve lignin peroksidazin amino asit dizilimi ~%350-60
oraninda oldukca fazla benzerlik gosterir. Helikal yapilarin sayisi ve yerlesimi ile
birgok B-yapilar1 da benzerlik gosterir. Buna ek olarak icerdikleri distilfit (S-S)

baglarinin sayisi da birbirine yakindir [84].

Mangan peroksidaz, lignin peroksidaz ve diger peroksidazlarin yapilan {i¢
bolgeye ayrilabilir: bunlar birbirindan uzak reziidiiler, yakin bolge ve substrat

baglanma bolgesidir.

Uzak bolge, igerisinde H,O, ile ferric enzimin reaksiyonunda gerekli olan
Histidin (His), Arjinin (Arg), Aspartat (Asp) ve Losin (Leu) reziidiilerini bulunduran
bir distal paket seklindedir. En 6nemli reziidii bilesik I’in olusumunu saglayan asit-
baz katalizinden sorumlu olan distal Histidin (His)’dir. Bu histidin, MnP H4 ve LiP
H8’de Glisin (Gly) aminoasitiyle degistirildiginde Bilesik 1  olusumu

ger¢ceklesmemektedir.

Substrat baglanma bolgesi ise bu iki enzim arasinda en biiylik farklilig:
olusturan boélgedir. Ciinkii LiP substrat olarak cesitli aromatik bilesikleri direkt

oksitlerken, MnP substrat olarak sadece Mn”" iyonunu oksitler [65].
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1.3.2.1 Mangan Peroksidaz (MnP) (EC 1.11.1.13)

Hemen hemen tiim beyaz c¢iiriik¢iil ve c¢esitli atiklarin yikimini saglayan
funguslar ve ayrica egzotik ortamlardaki funguslar tarafindan en yaygin iiretilen
ligninolitik peroksidaz, mangan peroksidazdir [27, 85-89]. Bunlar Fe iceren hem
(protoporphyrin IX) prostetik grubu tasiyan seker gruplar iceren glikoproteinlerdir
[91]. Bu hem grubu igeren glikoproteinler yaklasik 20 yil 6nce Phanerochaete
crysosporium da kesfedilmistir [90-93]. Mangan peroksidazin {iiretimi belirli
basidiomycete sinifi funguslarda sinirliyken hi¢ bir bakteri, maya ve kiifte simdiye

kadar tiretildigi tespit edilmemistir [93].

Mangan peroksidaz Mn”>" iyonunun Mn®" iyonuna oksidasyonunu hidrojen
peroksit bagimli sekilde katalizleyerek fenolik lignin ve benzeri yapilart le”
kopararak nonspesifik olarak oksitler [95]. Molekiil agirlig1 32 - 62.5 kDa arasindadir
fakat birgcok MnP saflastirildiginda molekiil agirlig1 ¢cogunlukla 45 kDa civarindadir.
MnP cogunlukla bir¢ok izoform seklinde iiretilir ve bu izoformlar farkli izoelektrik
noktalara (pl 3-4) sahiptir [27, 85]. Okzalik asit gibi selatorler tarafindan stabilize

2+,

edilen mangan peroksidaz tercihen Mn*"yi Mn®* formuna oksitler [96, 97]. Mangan
peroksidaz, peroksidazlar arasinda indirgen substrati ile kompleks olusturmasi igin
Mn*" tercih eden tek enzimdir [98, 99]. Selat olusturmus Mn’", diisiik molekiil
agirlikli oldukga reaktif, diflize olabilen redoks mediator olarak davranir. Boylece,
mangan peroksidaz (MnP), tekstil boyalari, nitroaminotoluen gibi yikimi giic

ksenobiyotikler ile dogal substrati olan lignini depolimerize ve okside edebilir [96,

97].
1.3.2.1.1. Mangan Peroksidazin Katalitik Dongiisii

Katalitik dongii native (ferric) enzime hidrojen peroksit veya organik peroksit
baglanmasiyla oksitlenmesi ve Fe-peroksit kompleksinin olusumuyla baslar (Sekil
1.22). Bundan sonra peroksit oksijen-oksijen bag yarilmasi Fe*"-oxo-porphyrin-
radikal kompleksinin (MnP-bilesik I) olusumu i¢in hem grubundan 2e  transfer
edilmesini gerektirir. Daha sonrasinda dioksijen bagi heterolitik sekilde yarilir ve bir
su molekiilii agiga ¢ikar. Sonraki indirgeme Fe*"-oxo-porphyrin kompleks (MnP-
bilesik II) sayesinde ilerler [100]. MnP-bilesik II’nin indirgenmesi i¢in, substrat

olarak Mn”" iyonu gerekir. Bir enzimin katalitik etkinligi sirasinda iki Mn*" iyonu
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Mn’"e vyiikseltgenir. Mn’", beyaz ciiriik¢iil funguslar tarafindan iretilen bir
metabolit olan okzalik asit gibi organik asitlerle selat olusturur [98, 99]. Monoselat
Mn*"iyonu porfirin arabilesigi i¢in le” dondrii olarak davramir ve Mn’" iyonuna
oksitlenir. MnP-bilesik II'nin indirgenmesi de benzer seklinde ilerler ve bir diger
Mn®" iyonundan Mn®" iyonunun olusturulmasi da native enzimin olusturulmasi ve iki

su molekiiliiniin aciga ¢ikmasiyla yiiritiiliir [100].

MnP + H0, MnPI + H,O

—

MnPI +Mn(II) ——» MnP + MnPII + Mn (III)

MnPIl +Mn(II) __ , MnP + Mn (III) + H,0

Sekil 1.22. Mangan peroksidazin katalitik dongiisii. Mn: mangan, MnPI: 1 e — yiikseltgenmis enzim,
MnPII: 2e— yiikseltgenmis enzim [102].

MnP-Bilesik I, lignin peroksidaz (LiP) ve horseradish peroksidaz (HRP)’a
benzer ve Mn yaninda ferrosiyaniir, fenoller gibi elektron dondrleri tarafindan
inidigenebilirken MnP-Bilesik II diger substratlar tarafindan sadece ¢ok yavas bir
sekilde indirgenir ve katalitik dongiiniin tamamlanmasi i¢in Mn (II) iyonu gerektirir

[101].

1.3.2.1.2. Mangan Peroksidazin Kristal Yapisi

Mangan peroksidaz aktif bolgesinde bes disiilfit bag: ve iki Ca*" iyonu igerir.
Bu aktif bolge yani aspartat reziidiisine H bagi ile bagh histidin ve peroksidaz
baglanma bdlgesi olan distal bolge, katalitik histidin ve arjinin reziidiilerinden

olusmustur. [103, 104].

MnP’da bulunan 10 adet Sistein (Cys) reziidiisii 5 disiilfit bag1 olusumuna

katilir. Bunlar Cys>-Cys"’, Cys”-Cys'', Cys'*-Cys™, Cys*?-Cys’" ve Cys**'-

348

Cys™* dir. i1k dért disiilfit bagi Lignin peroksidazda da aymdir ancak 5. disiilfit bag
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mangan peroksidaza 6zgiidiir. Bu 5. bag C-ucu kuyrugunun bir kismidir ve kismen
proteinin ana govdesinden C-ucunu uzak tutmak i¢in uygulanan kuvvetten

sorumludur [105].

Mangan peroksidaz iki domainden olusur ve hem grubu bu iki domain arasinda
sikigip kalmistir. Domainlerin her biri 10 biiyiik ve 1 adet kii¢iik heliks igerir (Sekil
1.23) [106].

Sekil 1.23. Mangan peroksidazin kristal yapisi [107].

Mangan peroksidazin substrat (mangan) baglanma bolgesi, Mn(II) iyonu bu
bslgede Glutamin (Glu®®) ve (Glu®) ile Aspartat (Asp'") reziidiilerinin karboksilik
asit gruplarindaki oksijen ve Hem propiyonat grubunun oksijeni ve mevcut iki su
molekiiliiniin oksijeni ile altili koordinasyon (hexacoordinate) yapmistir (Sekil 1.24)

[108].
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Glu 39

Sekil 1.24. Mangan baglanma bolgesi [109].

1.3.2.2 Lignin Peroksidaz

Lignin peroksidaz, Phanerochaete crysosporium, Bjerkandera adusta, Panus
tigrinus, Pleurotus ostreatus ve Phlebia radiata gibi beyaz ciiriik¢iil funguslar

tarafindan tretilmektedir [36].

Genelde LiP 38 - 47 (~ 40) kDa molekiil agirliginda, asidik izoelektrik nokta
ve optimum pH degerine sahip N-glycosilated ekstraseliiler bir enzimdir. Aktif
bolgesinde tekli ferric protoporfirin IX Hem grubu bulunan ve klasik peroksidaz
mekanizmas1 sergileyen bir peroksidazdir [41, 110]. Lignin ve onunla iligkili

bilesiklerin yan zincirlerinde bir¢ok oksidasyonu katalizler [83].

Lignin peroxidase (LiP), beyaz ¢ilriik¢il fungus Phanerochaete
crysosporium’un ligninolitik kiiltiirinden izole edilmis hem grubu igeren bir
glikoprotein ve oksidatif lignin depolimerizasyonunu elektron transferiyle
gerceklestirebilen hidrojen peroksit bagimli oldukca 6nemli bir enzimdir. LiP ayrica
fenol icermeyen, elektron yoniinden zengin aromatik lignin modelli bilesiklerinde

oksidasyonunu katalizleyebilmektedir [111, 112].

Phanerochaete crysosporium’dan elde edilen lignin peroksidazin kristal
yapisindan 343 reziidiiye ve de dort disiilfit bagina sahip oldugu bulunmustur (Sekil

1.25). Basit bir helikal katlanma ve biitiinliik, uzak ve yakin heliksler arasinda
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sikistirilmis hem grubuna sahip 11 helikal parca tarafindan belirlenir. Gémiilii olarak
tarif edilen aspartik asit (Asp)’e hidrojen bagli uzak Hem ligandi olarak histidin (His)
bulunmaktadir [113].

Lignin peroksidaz enzim basina 1 mol protoporfirin IX i¢ceren molekiil agirligi
yaklasik 41 kDa olan ve 3.2 — 4.0 arasinda pl degerleri olan bir seri izoenzimi olan
bir glikoproteindir [113]. LiP kesfedildiginde Veratril alkol (VA) lignin
biyodegredasyonu caligsmalarinda 6nemli bir rol oynamaktaydi. Veratril alkol’den
olusan {riin olan Veratraldehitin 310 nm’de verdigi absorbanstan dolay1 enzimin
aktivite tayininde kullanilmaktadir. Enzimin optimum pH’1 (~2,5) oldukca diisiik
olmasindan dolay1 fenol igermeyen substratlar1 okside edebilme yetenegine sahip

olmasi dikkat ¢ekici bir durumdur [115, 116].

Sekil 1.25. LiP415’in MOLSCRIPT programiyla ¢izilmis Ribbon grafigi. Sekonder yapilardan helix
(a-; 310-helices) mavi, beta sheet (B-strands) ise turuncu oklarla gosterilmistir. proximal ve distal
histidinli Hem ve iki distal su molekiild, iki kalsiyum iyonu (mor kiireler), aktif bdlgenin giris
kanalindaki His 82 (sol taraf), dort karbohidrat molekiilii, Trp 171 ve disilfit kopriisii (sar1 kiireler)
top ve gubuk modeliyle gosterilmistir [128].
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Lignin peroksidaz  i¢in veratril alkoliin  fiziksel bir substrat oldugu
diisiiniilmektedir, ¢iinkli VA (3,4- dimetoksibenzil alkol) beyaz ¢iiriik¢iil funguslarin
lignin biyodegredasyonunda lignin peroksidaz salgilandigi sirada iiretilen diger

tirinlere benzer [ 117, 118].

Lignin peroksidaz tarafindan kullanilan indirgen substrat tiirleri mangan
peroksidazin substratindan biraz farklilik gosterir. Lignin peroksidaz icin bir
bilesigin substrat olup olmadigini belirlemede iki faktor etkilidir; birincisi molekiiliin
blyiikligli ikincisi de redoks potansiyelidir. Lignin peroksidazin diger
peroksidazlardan daha yiliksek redoks potansiyeline sahip olmast bu enzimi
poliaromatik hidrokarbonlar (PAH) i¢in iyi bir ylikseltgen yapar. Lignin peroksidaz
da indirgen substratin baglanma bolgesi tam olarak dogrulanamamis olmasi lignin
gibi biiylik molekiillerle lignin peroksidazin kinetik parametrelerini belirlemenin

oldukg¢a zor olmasina sebep olur [119].
1.3.2.2.1 Lignin Peroksidazin Katalitik Dongiisii

Ligninolitik peroksidazlar diger peroksidazlarin karakteristik 6zelligi olan tipik

bir enzimatik dongiiye sahiptir [120,121].

Lignin peroksidazin H,O, ile Fe igeren prostetik hem grubunun 2e
yiikseltgenmesiyle oksferril demir (Fe** = O) ve a porfirin 7 katyon radikal (P
iceren bilesik I ara tirlinli olusumu katalizin ilk basamagidir. Bu reaksiyonun ikinci
dereceden hiz sabiti 5.8 x 10° M's""dir. Sonraki asamada bilesik I iiriinii olugturmak
icin aromatik substratla reaksiyona girer. Bilesik I’in 2e” indirgenmesiyle LiP native
hale donerken le yiikseltgenerek Bilesik II ara {riinii substrattan le alarak

olusturur (Sekil 1.26) [80- 84, 122- 125].

Bilesik II de native enzime geri donmek i¢in diger bir aromatik substrat

molekiiliiyle reaksiyon vererek indirgenir [124].
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LiP (Fe3+) + H,0, Y, ,  LiPI(Fe*'=0,P")+ H,O
LiPI (Fe* =0, P*) + Ar 5 LiP + LiPIl (Fe*'=0) + Ar"

LiPII ( Fe*'=0) + Ar v , LiP (Fe3+) + Ar" + H;0

Sekil 1.26. Lignin peroksidazin (LiP) katalitik dongiisli. Ar: aromatik grup, LiPI: 1 e — yiikseltgenmis
enzim, LiPIl: 2 e — yiikseltgenmis enzim [103, 124].

Katalitik dongiiniin ilk iki reaksiyonu hizli gerceklesirken (ferric enzimin H,O,
ile ve bilesik I’in indirgen substrat ile reaksiyonu) Bilesik II’nin reaksiyonu 10 kat
daha yavastir. Bundan dolay1 ks enzimin turnover sayisini (kcat) oldukca kuvvetli

sekilde etkiler [81, 99, 125].
1.3.2.2.2 Lignin Peroksidazin Kristal Yapisi

LiP yapisindaki Hem grubu proteine kovalent olarak bagh degildir fakat yogun
bir sekilde hidrojen baglarindan olusmus bir ag ile bu bélgele tutulur. Ozellikle Asp
'%31n karboksil grubu ile pirol A halkasindaki propiyonatin disindaki karboksil grubu
hidrojen bagi yapar. Buna ek olarak lignin peroksidaz yapisindaki hidrojen baglari

sadece yapisal yonden degil enzimin katalitik Ozelliklerinde de onemli rollere

sahiptir [126].

Hidrojen baglarinin 6neminin diger bir kanit1 da katalitik dongilide bilesik I
(Fe(IV)-oxo porfirin radikal katyon) olusumunun hizi pH’a hassas degildir. Ancak bu
araiiriiniin indirgenmesi i¢in bir sonraki basamakta pH degerinin 3 civarinda olmasi

gerektiginden pH’a kars1 oldukga hassastir [125, 127].

Proksimal Histidin (His '’®) hem grubunun besinci ligandidir ancak Hem grubu

His *"’nin azotunun su ile yaptig1 hidrojen bagiyla altili bir koordinasyon bolgesi
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olarak doldurulmustur. Dis kisimdaki heliks {lizerinde {i¢ adet anahtar pozisyonda
aminoasit reziidiisii vardir. Bunlar Arg43 , Phe® ve His47’dir. Bilesik I olusumu i¢in
gerekli olan hidrojen peroksitin hem grubunun Fe iyonu ile etkilesimi i¢in peroksit
baglanma bélgesini olustururlar. Arg® ve His"’ peroksidazlarda korunmus
reziidiilerdir; ancak Phe*® korunmus degildir ve ¢ogunlukla hem grubunun pirol
halkasiyla aym1 diizlemde bulunur. Bu iki de§ismeyen (sabit) reziidii, Bilesik I
olusumunda 6nemli rol oynar (Sekil 1.27) [130].

His47

Aspig

His176 Phe 193

Asp238

Sekil 1.27. LiP aktif bolgesindeki baglantilar ve etkilesimler [113].

Arg® rezidiisiiniin iki onemli gorevi oldugu 6ne siiriilmektedir. Birincisi
peroksidaz OH (peroxide OH leaving group) iizerindeki negatif yiikiin artigini
stabilize etmek, ikincisi peroksit grubunun O=O c¢ift bagimin yarilmasiyla ferryl
oksijen atomuyla hidrojen bagi yaparak Bilesik I ara iiriiniinii stabilize etmektir.

Diger taraftan peroksit grubunun baglanmasi i¢in proton alicisidir [113].
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I ve III. simif peroksidazlar tarafindan paylasilan en Onemli yapisal
elementlerden biri hem grubuna yakin ve uzak bulunan Kalsiyum (Ca) baglanma
bolgeleridir. Kalsiyum iyonlar1 aktif bdlgenin biitiinliigiinii koruyarak enzimatik
aktivite de Oonemli rol oynar [131]. Isisal ve alkali etkilerle LiP inaktivasyonu
kalsiyum iyonlariyla baglantinin kaybedilmesi ve diigiik spinli inaktif bis-histidil
hekzakoordineli Hem durumunun olugmasiyla ilgilidir [132, 133, 134].

Lignin peroksidazin substrat baglanma bolgesi ve de substrattan hem grubuna
elektron transferinin yolu (pathway) hakkinda olduk¢a az bilgi vardir. Lignin
peroksidazin kristal yapisi incelendiginde hem aktif bdlgesi hem de substrat giris
kanalinin neredeyse ulasilamaz oldugu gozlenmistir. Diger peroksidazlar
kiyaslandiginda tam tersi olarak substarat giris kanali ve aktif bolgenin arasindaki

direkt etkilesimin daha kolay oldugu goriiliir (Sekil 1.28) [113, 122, 126, 130].

Sekil 1.28. Lignin peroksidazin kristal yapist [107].
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1.4. Ligninolitik Enzimlerin Kullanim Alanlan

Tipik bir beyaz ¢iiriik¢iil fungus, lignin ve diger aromatik bilesikleri

nonspesifik ekstraseliiler enzimlerle pargalayabilmektedir.

Lakkaz ¢esitli fonksiyonlar1 ve substrat spesifitesi sebebiyle tekstil boyalarinin
giderilmesi, fenollerin uzaklastirilmasi, atiklarin detoksifikasyonu gibi bir¢ok

endiistriyel proseste kullanilir [135].

1.4.1. Boya Giderimi

Beyaz ciiriik¢iil funguslar boya gideren mikroorganizmalar i¢inde en yogun
calisilmis olanlaridir. Onceleri funguslarm nonspesifik ligninolitik enzimlerinin genis
bir aralikta organik bilesiklerin yapisin1 degistirebildigi  diisliniilmekteydi.
Ligninolitik aktivitenin ve beyaz ciiriik¢iil funguslarin biyodegredasyon kapasitesinin
tayini i¢in siilfonlu polimerik boyalarin dekolorizasyonu kullanilmistir. Sonrasinda
bircok beyaz ciiriik¢iil fungus susu farkli sentetik boyalarin ve boya karigimlar1 gibi

sentetik atiklarin dekolorizasyonu i¢in kullanilmigtir [60, 136].

Endiistride sentetik boyalar, boyama ve baski islemlerinde olduk¢a yaygin
olarak kullanilirlar. Yillik 10,000 ¢esitin {izerinde boya ticari olarak 7x10° tondan
fazla tiretilir ve bu miktarin yaklasik % 5-10’u endiistriyel atiklarda kaybolur. Renk
atiksularda cogunlukla ilk fark edilen kontaminasyondur. Sudaki c¢ok kiiciik
miktardaki (10-50 mgL™) boya oldukca fazla gdze carpar ve su yiizeyinin gaz
¢Oziinilirliigl ile su gecirgenligini etkiler. En biiyiik boya grubunu olusturan bir¢ok
azo bilesikler ¢evrede anaerobik kosullarda olasi kanserojen aminlere ayrisabilir.
Sentetik boyalar farkli ve kararli yapilarindan dolayr olusan renklerine gore

siniflandirilir. Azo, antrakinon ve indigo belli bash ticari boyalardir [137].

Sentetik boyalarin bircogu, mikrobiyal degredasyona karsi direncglidir. Bu
bilesikle; tekstil, gida, biyomedikal ve plastik endiistrilerinde renklendirici olarak
kullanilirlar [138].
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Gergekte tekstil atik sular1 sadece boya degil bazen olduke¢a yiiksek iyonik
siddette ve asir1 pH degerinde tuz, selat olusturucu ajanlar, Onciiler ve enzim

aktivitesini inhibe edebilen yiizey aktif maddeler i¢erebilmektedir [66].

In vitro kosullardaki beyaz ¢iiriik¢iil funguslarin siipernatantindan elde edilen
ligninolitik enzimlerin dekolorizasyonu sagladigi kanitlanmistir. Ligninolitik
enzimlerin iiretimi cesitlilik arzeder. Ornegin; Phlebia tremellosa ve Pleurotus
sajorcaju kiiltiirlerinde lakkaz en ¢ok iiretilen enzimdir; ancak mangan peroksidaz ve
lignin peroksidaz bulunmamaktadir. Buna ek olarak Pleurotus ostreatus,
Schizophyllum commune, Sclerotium rolfsii ve Neurospora crassa suslarindan elde
edilen lakkazin bulundugu ortama mangan peroksidaz ve/veya lignin peroksidaz
ilave edildiginde de ticari triarilmetan, antrakinon ve indigo tekstil boyalarinin renk
gideriminin % 25 oraninda arttig1 gozlenmistir. Bu g¢esitlilige bir diger 6rnek
Phanerochaete crysosporium’un dekolorizasyondan sorumlu ana enzimi mangan
peroksidaz iken Bjekandera adusta susunda lignin peroksidaz olmasi gosterilebilir
[66]. Sonug¢ olarak beyaz ¢iiriik¢iil funguslar tarafindan {iretilen ligninolitik

enzimlerin boya gideriminde 6nemli bir rol oynadigi oldukca agiktir [66].

1.4.2. Biyoremediasyon

Lakkaz kirliliklerde bulunan toksik fenolik bilesikleri enzimatik oksidasyon
yoluyla ¢oziinmeyen kompleks yapilara ¢evirmede kullanilir. Fenol gibi ¢ok ¢esitli
dayanikli c¢evresel kirliliklerin degredasyonu gozlenmektedir. Komiir, petrol
rafinerisi, organik kimyasallarin iiretimi, ve zeytinyagl TUretimi gibi bir¢ok
endiistriyel prosesin atik suyunda fenolik bilesikler bulunmaktadir. immobilize
lakkaz, fenol ve klorofenollii kirliliklerin gideriminde oldukg¢a yararli oldugu
bulunmustur [66]. Polimerik polifenol bilesikler lakkaz katalizli oksidatif
baglanmayla genellikle suda ¢ozlinmez. Boylece filtrasyon veya sedimantasyonla

kolaylikla ayrilabilirler.

Endiistriyel atiksulardan fenoliklerin giderimi énemli bir problemdir, ¢iinkii bu
bilesiklerin ¢ogu toksiktir ve igme sularindaki varliklar1 saglik agisindan tehlike arz

eder. Fenolik kirleticiler, fenoksi herbisitler gibi tarimsal aktivitelerden, kagit veya
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kagit hamuru isleyen endiistriyel aktivitelerden, petrokimyasallardan, boya
sanayiden, diger organik kimyasallardan veya tekstil endiistrilerinden
kaynaklanabilir. Atiksularin detoksifikasyonunda serbest enzimlerin kullanimini
kisitlayan ana neden, pH, sicaklik ve proteoliziz tarafindan denatiire olmalarina kars1
olan hassasiyetleridir. Lakkaz, fenolik maddelerin gideriminde diger ligninolitik
enzimlerin iizerinde bir avantaja sahiptir. Ciinkii fonksiyon gdstermesi i¢in lignin
peroksidaz gibi hidrojen peroksitin varligina gerek duymaz ve tirozinazdan daha
genis substrat 6zgiilliigiine sahiptir. Bu nedenle serbest lakkaz, enzimin stabilitesini
arttirmak i¢in degisik materyallere immobilize edilmektedir [63].

Lakkazin, 2,4,6-triklorofenol’tin 2,6-dikloro-1,4-hidokinol ve 2,6-dikloro-1,4-

benzokinona doniismesinden de sorumlu oldugu bulunmustur [46].

1.43. Kagit Hamurundan Lignin Giderimi ve Kagit

Hamurunun Beyazlatilmasi

Agac yapisinda seliiloz, hemiseliiloz, hidroksifenil-propan alt birimlerinden
olusan kompleks bir polimer olan ligninden olusan uzun ve ince fiberlerin y1gilmasi
olarak tanimlanabilir. Lignin orta tabakada bulunur ve burada dogal bir yapiskan
gorevi goriir. Agac fiberleri ikinci hiicre duvarinda, seliiloz ve hemiseliiloz arasinda
bag olusturucu olarak davranir. Dolayisiyla kagit hamuru olusturmak i¢in, ligninin
mekanik veya kimyasal yolla uzaklastirilmast gereklidir. Kimyasal kagit hamuru
proseslerinde, agartma prosesi olarak adlandirilan lignin fraksiyonlarinin
eliminasyonu i¢in giiclii kimyasal maddeler kullanilir. Genellikle agartma prosesinde
klor (Cl,), kloroksit (Cl,O) ve ozon (Os) eklenir. Ancak giinlimiizde klor kullanimi1
yasaklanmis, kloroksit kullanimina da ¢ok siki sinirlamalar getirilmistir. Bu nedenle

yeni uygulamalar gelistirilmeye ¢alisilmaktadir.

Bilindigi gibi beyaz ciiriik¢lil funguslarin oksidatif enzimlerinin karigimi
kullanilarak ligninin degredasyonu gergeklestirilebilir. Ancak boliim 1.3.1.5°te de
s0z edildigi lizere ligninin biiyiik yapisindan dolay1 enzimle etkilesime girebilmesi

i¢in araci (mediator) bilesikler kullanilmalidir [139].
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Ksilinaz 6n beyazlatma islemi diinya c¢apinda birgok imalathanede
kullanilmakta; fakat bu islemde sadece % 20 oraninda agartici kimyasal kullanimina
izin verilmektedir. Lakkaz, Trametes versicolor tarafindan agartma sirasinda tiretilir.
Uretilen lakkaz, kagit hamurundan kismi olarak lignini uzaklastirma ve reaksiyon
stiresini kisaltmakta olduca etkilidir. Ancak bu oksidatif dongii i¢in diisiik molekiil

agirlikli elektron tasiyict molekiiller ve diisiik oksijen basinci gereklidir [55].

1.4.5. Organik Sentez

Organik sentezde lakkazin biyokatalizor olarak kullanimi son zamanlarda artan
bir ilgiyle calisilmaktadir. Ag¢ik ortamda (in air) hidrojen peroksit kullanmadan
iliman (benign) c¢evresel kosullarda polimer firetimini saglar. ‘Urushi’ (Japon
geleneksel giysisi) polimerik filmlerin hazirlanmasi i¢in yeni urushiol analoglarinin

(benzeri) lakkaz katalizli capraz baglanma reaksiyonu gosterilmistir.

Ayrica mediator varh@inda veya yoklugunda, radikal akrilamid
polimerizasyonunu indiikledigi rapor edilmistir. Lakkaz ek olarak lignin graft
kopolimerlerinin kemoenzimatik sentezi i¢in de kullanilmaktadir. Daha yakin bir
tarihte de odunsu (lignaceous) bilesiklerin fonksiyonelligi ve ¢apraz baglanmasi igin

bu enzimin potansiyeli oldugu kesfedilmistir [66].

1.4.6. Sarap ve Bira Stabilizasyonu

Sarap stabilizasyonunda alternatif bir fiziksel-kimyasal adsorbent olarak gida
endiistrisi lakkazin en biiyiik kullanim alanlarindan biridir. Musts ve sarap, etanol ve
organik asitler (koku verir), tuz ve fenolik bilesikler (renk ve tat verir) gibi farkl
kimyasal bilesiklerin karigimini igerir. Polifenoliin gideriminde, sarabin organoleptik
karakterinde istenmeyen degisikliklerden kaginmak gereklidir. Polifenol gideriminde
lakkaz kullanimi bazi 6nemli sartlar gerektirir. Bunlar asidik ortamda stabilite ve

stlfit ile tersinir inhibisyondur [66].
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Fenol bilesiklerinin se¢ici giderimi ayni zamanda meyve suyu, sarap ve bira
gibi igeceklerin stabilizasyonu i¢in gereklidir. Ancak burada enzimler immobilize
edilerek kullanilmalidir. Ciinkii bu enzimlerin katki maddesi olarak kullanilmasi

onaylanmamustir [139].

Lakkaz, biranin raf émriiniin artirilmasinda da kullanilir. Birada; duman ve sis
(haze) olusumu mayalama (brewing) endiistrisinde siirekli karsilagilan bir
problemdir. Fenol halkalarinin niikleofilik substitiisyonuyla proteinin siilfidril
gruplart duman olusumunu Onleyebilir. Burada fenoliin fazlasi geleneksel islemler

yerine arpa mayasina lakkaz ilave edilerek yapilabilir [139].

1.4.7. Gida Iyilestirmesi

Bitkisel yaglarin lezzet kalitesi ortamdan ¢dziinmemis oksijeni lakkaz ile
uzaklastirarak artirilabilir. Lakkaz ayrica bitki materyallerinin ekstraktindan kismi
veya tamamen tiiretilen gida maddelerinden oksijenin uzaklastirilmasinm1 da
saglayabilmektedir. Kakao ve kakao tiriinleri, tadi ve lezzetini (¢esni) artirmak i¢in
lakkaz iceren soliisyonlarda slatilir, kurutulur ve kavrulur [66]. Cay temelli {iriinler,
verdigi rengi artirmak i¢in fungal lakkazla muamele edilebilir. Lakkaz firinda
pisirilen {riinlerin yapiminda hamuruna katilarak hamur bilesenlerine oksitleme
etkisinden yararlanmak ve hamur veya pisirilmis iriinlerde gluten yapilarinin

dayanikliligini artirmak i¢in kullanilir [66].

1.4.8. Biyosensor

Biyosensor elektronik doniistiiriicli igeren biyolojik bilesenle biitiinlesmis bir
probdur. Bu sekilde hazirlana prob, biyokimyasal veya fiziksel degisiklikler goz
Oniine alinarak biyokimyasal sinyalleri elektriksel deger olarak belirler, kaydeder ve
gonderir. Lakkaz iceren birgok biyosensdr, immunoassay, glikoz tayini, aromatik

aminler ve fenolik bilesiklerin belirlenmesinde kullanilmaktadir [66].
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1.4.9. Medikal Uygulamalar

Anestetik, anti-imflammatuar ve sadetif gibi kompleks medikal bilesiklerin
sentezinde kullanilabilirler. Son zamanlarda lakkaza dayali yeni bir enzimatik metod

gelistirilmektedir [66].

1.5. Enzim Saflastirma (Piirifikasyon) Teknikleri

Enzim (Protein) piirifikasyonunun amaci, kompleks protein karisimlarindan
ilgilenilen proteinin biyolojik aktivitesini kaybetmeden ayirilmasidir. Biyolojik
fonksiyonun korunmasi da; pH, sicaklik ve iyonik kuvvetin kontrol edilmesiyle
saglanir. Pirifikasyon, proteinlerin ii¢ boyutlu yapismma baghdir ki bu da
saflagtirilacak proteinin ylizey gerilimi, molekiil biiyiikliigii ve biyolojik aktivitesini
belirler. Bu o6zelliklere dayali olarak protein saflastirma teknikleri uygulanir. Bir
protein veya enzimi homojen halde elde etmek icin birgok metot birlikte
uygulanmalidir [140]. Tablo 1.3. proteinin 6zelligine gore kullanilabilecek muhtemel

metotlar1 gostermektedir.

Ilgilenilen proteinin piirifikasyonu igin asagidaki adimlar takip edilmelidir.

1. ilgili protein i¢in 6zel bir aktivite tayini olup olmadigi arastirilmali
2. toplam protein miktar1 belirlenmeli

3. ilgili proteine uyarlanmis bir seri ayirma islemi yapilmali

4. saflik analizi yapilmalidir.



Tablo 1.3. Protein 6zelliklerine gore saflagtirma teknikleri.

Proteinin Karakteristik Ozelligi

Protein Yiizeyindeki Yiike

Gore Ayirma

Protein Polaritesine

Gore Ayirma

Protein Molekiiler

Biiyiikliigiine Gore Ayirma
Protein Ilgisine

Gore Ayirma '

Ayirma Teknigi
Iyon Degisim Kromatografisi [140, 141]
Elektroforez [141-146]

Izoelektrik focussing [10, 142]

Adsorpsiyon Kromatografi [10,141]
Kagit Kromatografi [10,141]

Hidrofobik Etkilesim Kromatografi [144]

Diyaliz ve ultrafiltrasyon [10, 141, 145]
Jel elektroforez [141-145]

Jel filtrasyon kromatografi [141]
Ulrasantrifiij [141, 148]

Afinite (ilgi) Kromatografi [141]

50
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2. KONU ILE iLGILI CALISMALAR

Nurdan Kagikara Pazarlioglu ve arkadaslar1 [149], lakkaz aktivitesini c¢esitli
fenolik maddelerin ilavesiyle hazirlanan besiyerinde gozlemlenmistir. Fenol en etkili
indiikleyici olarak bulunmustur. Beyaz ¢iiriik¢iil fungus olan Trametes versicolor’da,
lakkaz, lignin peroksidaz, mangan peroksidaz, arilalkoloksidaz ve polifenoloksidaz
tiretimini test etmek i¢in indiikleyici madde iceren ve igermeyen ortamlarda
yetistirilmistir. Kiiltiir sivisinda mangan peroksidaz, arilalkol oksidaz ve polifenol
oksidaz gozlenmemis olmasina ragmen 4. ve 5. giinlerde lakkaz ve mangan
peroksidaz aktivitesi saptanmistir. Fenol ile indiiklenmis kiiltiirlerde kontrol kiiltiire
karst maksimum aktivite (yaklasitk 20 kat fazla) bulunmusur. Optimum fenol
konsantrasyonunda lakkaz iiretimi, enzim aktivitesi, protein igerigi, glikoz tiiketimi
ve biyokiitle olusumu gozlenerek incelenmis ve lakkaz tiretiminin biiylimeyle ilgili
olmadig1 bulunmustur. Enzimin optimum pH degeri 4.5, Km degeri 0.61 mM ve
Vmax degeri de 8264 U.L"' bulunmustur. Trametes versicolor’dan izole edilen
lakkaz, araci (mediator) olmadan kot kumasi yikamasinda kullanilabilmis ve ticari

lakkazdan daha etkili oldugu gosterilmistir.

Nurdan Kagikara Pazarlioglu ve arkadaslari [150], Phanerochaete
crysosporium beyaz ¢iiriik¢iil fungusunun kati1 hal kiiltiiriinii inert bir matriks olan
polistiren kopiik kullanarak olusturmustur. Mangan peroksidaz iiretimi i¢in uygun
ortam ve kiiltiir kosullar1 segilerek, immobilize Phanerochaete crysosporium’dan
izole edilmis ve piirifiye edilerek kismi olarak karakterize edilmistir. saflagtiriimig
enzim igin protein ¢oktiirme metodu olarak amonyum siilfat, polietilen glikol (PEG),
metanol ve etanol kullanilmistir. DEAE-sefaroz iyon degisim kromatografisi ve
ardindan ultra jel AcA 54 jel filtrasyon kromatografisinden mangan peroksidaz
fraksiyonlar1 elde edilmistir. Bu piirifikasyonda aktivite verimi % 23.08 piirifikasyon
katsayis1 da 5.8 olarak bulunmustur. Jel filtrasyon kromatografi ve SDS-PAGE
analizine gore enzimin molekiiler agirligt 45,000 +/- 10,000 Da’dur. Piirifiye
MnP’nin optimum pH ve sicaklik degerleri sirasiyla 4.5 ve 30°C’dir. Bu enzimin bir
saatlik inkiibasyonda 25°C’de pH 4.5 ila 6 araliginda ve 35°C’de pH 4.5’ta stabil
oldugu bulunmustur. MnP aktivitesi 2 mM NaNs, askorbik asit, 2-merkaptoetanol ve

ditreitrol tarafindan inhibe edilmistir. H,O, ve 2,6-dimetoksi fenol i¢in mangan



52

peroksidazin Km degerleri sirasiyla 71.4 ve 28.57 uM’dir. Ayrica olas1 inhibitor ve

aktivatorlerin enzim aktivitesi iizerine etkisi arastirilmistir.

Hong-Gyu Song ve arkadaslar1 [151], beyaz bir ¢iirtik¢iil fungus olan Trametes
versicolor’un ligninolitik enzimlerinden biri olan lakkazi etanol ¢oktiirmesi, DEAE-
sefaroz, fenil-sefaroz ve G-100 kromatografi kullanilarak % 6.2 verimle kiiltiir
stvisindan 209 kat piirifiye etmistir. Trametes versicolor 951022, substrat olarak
ABTS i¢in oldukea yiiksek aktivite (91.443 Umg™') gdsteren monomerik lakkazi
salgiladig1 rapor edilmistir. Enzimin yaklasik molekiil agirligt SDS-PAGE ile 97 kDa
olarak belirlenmistir ki bu deger diger lakkaz molekiil agirliklarina gore biiytlik bir
degerdir. Enzim pH 3 ve 50°C sicaklikta optimum aktivite gostermistir. K, degeri
ABTS substrati i¢in 12.8 tM ve Vina degeri de 8152.4 Umg " dir. Spesifik aktivitesi
ve substrat afinitesi diger beyaz ¢iiriik¢iil funguslardan daha yiiksek oldugu
bulunmus bdylece endiistriyel uygulamalarda potansiyele sahip olabilecegi one

stirilmiistiir.

Juliana Akit Ramsay [152], modifiye Tien-Kirk ortamindaki Trametes
versicolor’un (ATCC 20869) boya giderimi sirasinda MnP ve lakkaz iiretilirken, LiP,
sellobiyoz dehidrojenaz iiretilmez. Calismada oncelikle lakkaz ve mangan peroksidaz
tiretimi i¢in farkli indiikleyiciler iceren besiyerlerinde iiretim yapilmis ve sonrasinda
piirifikasyon yapilmistir. Saflagtirilan mangan peroksidaz ve lakkaz i¢in sirasiyla 50
U ve 1200 U aktivite ile % 10 ve % 57 verim elde edilmistir. Molekiil agirliklar: da
44 - 45 ve 55 kDa olarak belirlenmigtir. Saflagtirilan enzimler boya gideriminde
kullanilarak dekolorizasyon yetileri arastirilmis ve piirifiye mangan peroksidaz azo
boyalarin (amaranth, reaktive black 5 ve cibacron brilliant yellow) mangan bagimli
reaksiyonlarla rengini giderirken antrakinon boyalarin (remazol brilliant blue)
boyalarin rengini gideremedigi, bunun yaninda piirifiye lakkazin 5 ila 10 kat renk
giderimi gergeklestirdigi One siirlilmiistiir. Tipik bir fungal kiiltiirle yapilan renk
giderim ¢alismasinda Lac:MnP orani enzim aktivitesine bagl olarak baslangigta 10:1
ila 20:1 oraninda iken, renk giderimi tamamlandiginda bu oran 30:1 oldugu
bulunmus buradan da MnP’in boya giderimindekli enzim aktivitesinin Lakkazdan

yaklasik 30 kat daha hizli oldugu sonucuna ulasilmistir.
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Lele ve arkadaslar1 [153], etkili bir sekilde lakkaz iireten Trametes versicolor
MTCC 138 susu endiistriyel olarak onemlidir. Basal besiyerinde lakkaz aktivitesi
155 UmL™"’dir. Farkli besiyeri bilesenlerinin lakkaz iiretimine etkisi ortogonal
diizenleme metoduyla optimize etmistir. Azot kaynag1 olarak maya ekstrakti, karbon
kaynag1 olarakta nisasta ve glikoz kullanildiginda aktivitenin (305 UmL™) iki kat
artt1ig1 bulunmustur. Optimize edilmis besiyerine 1 mM bakir ilavesi yapildiginda da
aktivite 406 UmL™' degerine ulasmustir. Ayni konsantrasyonda farkli aromatik

bilesikler kullanildiginda da aktivitede olduke¢a biiyiik artislar kaydedilmistir.

Lorenzo ve arkadaslar1 [154], Trametes versicolor kiiltiirlerindeki aktivite
aktivator olarak agir metaller kullanilmastyla indiiklenmesine cahsgmustir. Cd**, Ag”,
Mn*", Zn** ve Cu*" metallerinin ilavesi karsilastirildiginda sadece Cu®" metalinin
lakkaz aktivitesini arttirtigi bulunmustur. Bakir metalinin aktiviteyi 12 kat kadar
biiylik bir oranda artirdig1 rapor edilmistir. Bu aktivite artis1 da tekstil boyasi olan
Indigo Karmen boyasinin lakkaz tarafindan yikiminda énemli rol oynayan bir faktor

olarak bulunmustur.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasallar

Besiyeri, tampon c¢ozelti ve reaksiyon ortaminin hazirlanmasinda analitik
saflikta kimyasal maddeler kullanilmigtir. Kullanilan kimyasallar Tablo 3.1°de

verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan kimyasal maddeler

MALZEME ADI MARKASI KATALOG NO
Veratril alkol Fluka 38700
2,6-dimetoksi fenol Fluka 38772
ABTS Fluka 11557
ABTS Sigma 1888
Malt ekstrakt agar Merck 1,10130
Malt ekstrakt brot Merck 1,05397
DEAE sefaroz Sigma-Aldrich DCL6B100
DEAE sefadeks Aldrich 27,1195
Standart Protein Karisimi Merck 15791
KH,PO4 Merck 1,04873,1000
NaOH Merck 13,8701
NaCl Merck 1,06404
Na-Tartarat Merck 1,06664
MnSOq Merck 1,05941,0250
MgSOg4 Sigma 63141
CuSOq4 Sigma 12853
H;BO; Sigma B6768
FeSO,4 Sigma F8048
HCI Merck 100,317,2500
Tris Merck 1,08387,0500
(NH4)2SO4 Merck 1,01211
Akrilamid Merck 1,10784
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Etanol Merck 1,00983
Gliserol Merck 1,4092
Amonyum tartarat Sigma-Aldrich A4767
Sodyum dodesil siilfat Sigma L-4509
2-merkaptoetanol Merck 8,05740

3.2. Mikroorganizma ve Kiltiiriin Devamlilig:

Calismada kullanilan beyaz ¢iiriik¢iil fungus Trametes versicolor, Mersin
Universitesi Cevre Miihendisligi Béliimii Biyoteknoloji Laboratuvarlarindan temin
edilmistir. Stok kiiltiirtin devamliligi mikroorganizmanin ayda bir % 2 oranindaki
malt ekstrakt agar besiyerine transfer edilmesiyle saglanmistir. Transfer edilen
kiiltiirler 32°C’de on giin siireyle inkiibe edilerek biyiitilmiis ve sonrasinda

kullanilmak tizere +4°C” de saklanmistir.

Lakkaz tiretimi ve misel olusumu i¢in optimum sicaklik 1s1kli bir ortamda 25°C
olarak bulunmusken karanlik bir ortamda bu deger 30°C olarak bulunmustur [11].
Genelde funguslar optimum lakkaz {retimi igin 25°C ile 30°C arasindaki
sicakliklarda yetistirilirler [13]. Monteiro ve De Darvalho Trametes versicolor
susunun trettigi lakkazin 55°C ve 65°C’de stabil oldugunu ileri stirmiiglerdir [19]. Bu
da lakkazin ticari uygulamalarda yiliksek sicaklik gerektiren proseslerde

kullanilabilmesinin en 6nemli 6zelligidir.
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3.3. Trametes versicolor I¢in Besiyeri Hazirlanmasi

3.3.1. Besiyeri icerigi

Trametes versicolor beyaz ¢iiriik¢iil fungus i¢in optimum kosullar1 belirlenen

s1v1 besiyeri igerigi Tablo 3.2°de verilmistir. Karbon kaynagi olarak malt ekstrakt,

ortam pH degerinin ayarlanmasi i¢in fosfat tuzu ve iz elementlerin ihtiyacin

karsilamak i¢in de iz element ¢ozeltisi kullanilmistir. iz element ¢ozeltisi Tien&Kirk

tarafindan yayimlanmis prosediirde bazi degisiklikler yapilarak hazirlanmigstir [125].

Tablo 3.2. Besiyeri bilesenleri

KULLANILAN MADDE MIKTAR
Malt Extract Broth 2oL
Glikoz 1 gL'1
KH,PO, 6.8 gL'
H;BO; 0.5x107 gL'
CaCl,. H,O 5x10~ gL
CuSOy4 5x107 gL
iz Element Cozeltisi ZnS04 7H0 5x107 gL”
FeSO,. 7H,0 5x107 gL
NaCl 8.75x10™ gL
MnSO, 25x10” gL'
MgSOy 150x10~ gL
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3.3.2. Besiyeri Sterilizasyonu

Hazirlanan besiyeri, 120°C ve 1.2 atm basing altinda 15 dakika siire ile

otoklavda steril edilmistir.

3.3.3. Besiyerine Fungus Ekimi

Calismada kullanilan Trametes versicolor’un inkiibatérde 7 giin siireyle
yetistirilen yatik agar kiiltiirlerinden, otoklavda steril edilen optimum sartlar
belirlenmis olan s1v1 besiyerine misel siispansiyonu 0.5 cm x 0.5 cm olacak sekilde 2
adet/100 mL ekilmistir. 250 mL’lik erlenlerde bulunan 100 mL s1v1 besiyerine ekilen
Trametes versicolor aktivite Olglimiine kadar 32°C sabit sicakliktaki ¢alkalamal

inkiibatorde 135 rpm’de inkiibe edilmistir.

3.3.4. Inkiibasyon Siiresi

pH degeri 5’¢ ayarlanan Trametes versicolor kiiltiirii 32°C’de 14 giin siireyle
inkiibe edilmistir. Her iki glinde bir 6rnek alinarak aktivite, Boliim 3.4’te belirtildigi
sekilde takip edilmistir.

3.3.5. pH’in Trametes versicolor Lakkaz Uretimine Etkisi

Ekstraseliiler enzim iiretimi iizerine pH’1n etkisi, % 0.2 malt ekstrat brot igeren
besiyerleri 50 mM KH,PO, konsantrasyonunda farkli pH degerlerinde (3.5; 4; 4.5; 5;
5.5; 6; 6.5; 7) hazirlanarak otoklavlandiktan sonra Trametes versicolor’un
asilanmasiyla incelenmistir. Ekimden 6nce pH degerleri ayarlanmis, fakat yetistirme
stiresince pH kontrol edilmemistir. Aktivite tayini, Boliim 3.4’te belirtildigi sekilde,
inkiibasyon siiresince agilamanin yapildig: giinden (0. giin) itibaren 2 giin araliklarla

yapilmistir.
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3.3.6. Besiyerindeki iz Elementlerin (Metallerin) ve Glikozun
Lakkaz Uretimine Etkisi

Glikoz ve iz elementlerin enzim tiretimi lizerine etkisi Tablo 3.2’°de belirtilen

sartlarda hazirlanan besiyeri kullanilarak belirlenmistir.

Tablo 3.3’te goriildiigii gibi sekiz farkli besiyerinde calisilmistir. % 0.2 malt
ekstrakt brot ve 50 mM’lik KH,PO4 konsantrasyonu sabit tutularak glikoz ve iz
elementlerin farkli konsantrasyonlarinda c¢alisilmistir. Glikoz ve iz elementlerin
enzim Uretimine etkisi, Bolim 3.4’te belirtildigi sekilde iki giinde bir alinan

orneklerde aktivite tayini yapilarak belirlenmistir.

Tablo 3.3. Enzim aktivitesine glikoz ve iz element ¢ozeltilerinin farkli konsantarasyonlarinin etkisinin

arastiritlmasinda hazirlanmig sekiz farkli besiyeri.

Malt Glikoz KH,PO, iz Element
Ekstrat Cozeltisi
Besiyeri 1 2oL 5gL" 6.8 gL 50 mLL™"
Besiyeri 2 2oL 5gL" 6.8 gL’ -
Besiyeri 3 2oL 1 gL 6.8 gL' -
Besiyeri 4 2oL 1 gL 6.8 gL' 50 mLL"
Besiyeri 5 2oL - 6.8 gL' 100 mLL!
Besiyeri 6 2oL - 6.8 gL’ -
Besiyeri 7 2oL 5gL" 6.8 gL 100 mLL"
Besiyeri 8 2oL 1gL" 6.8 gL 100 mLL"
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3.3.7. [Indiikleyici Tiirii ve Konsantrasyonunun Enzim

Uretimine EtKisi

Indiikleyici kullanildiginda enzim iiretiminin oldukga etkili bir sekilde arttig:
birgok calismada belirtilmektedir. Bu nedenle aromatik birer bilesik olan fenol,
guaiakol, veratril alkol ve CuSO4 (enzim aktif merkezinde bakir bulunmasindan
dolay1) olmak iizere 4 farkli indiikleyici kullamlmstir. Inkiibasyonun 4. giiniinde,
konsatrasyonlar: 100 mgL™" olacak sekilde besiyerine steril olarak ilave edilmis ve
her iki glinde bir alinan 6rneklere aktivite tayini, Boliim 3.4’te belirtildigi sekilde
yapilmistir. En etkili indiikleyici tiirii belirlendikten sonra da indiikleyicinin hangi

konsantrasyonda maksimum etki gosterdigi bulunmustur.

3.4. Lakkaz Enziminin Aktivite Tayini

Lakkaz enziminin aktivite tayini daha dnce yayimlanmis Bourbonnais ve Paice
tarafindan belirtilen prosediire gore yapilmistir [122]. Nonfenolik bir boya olan 2,2’-
azinobis-bis-(3-ethylbenzthiazolinesulphonate); (ABTS), lakkaz tarafindan oldukca
stabil ve tercih edilen bir hal olan katyon radikaline oksitlenir (Sekil 3.1). Katyon
radikalin oksitlenmesiyle olusan mavi-yesil renk enzim aktivitesiyle orantilidir.
Gorliniir bolgedeki bu renk yogunlugu 415 ila 420 nm arasinda spektrofotometrede

okunur [123].
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Sekil 3.1. Lakkaz tarafindan ABTS’nin katyon radikaline (ABTS") oksitlenme mekanizmast.
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Lakkaz aktivitesinin belirlenmesinde ABTS substrat olarak kullanilmis ve
bunun oksidasyonu sonucu olusan renk UV spektrofotometrede (Shimadzu UV-

3600; UV-Vis-NIR spektrofotometre) 6l¢iilmiistiir.

Lakkaz aktivitesi dl¢limiinde son konsantrasyonlart 0.167 mM ABTS, 50 mM
potasyum fosfat tamponu (pH 4) ve 5 pL siipernatant igerecek sekilde hazirlanan 750
uL reaksiyon karigimi 45°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda olusan

rengin 420 nm’deki absorbansi dl¢iilerek aktivite tayin edilmistir.

Lakkaz aktivitesi dakikada Iumol {irlin olusturan enzim miktar1 olarak
tanimlanmistir. Bu denemelerde substrat ¢ozeltisi 745 pL, enzim ¢ozeltisi de 5 pL

olarak kullanilmistir.

Aktivite hesaplanirken asagidaki formiil kullanilmistir:

uL!

[1]

V: toplam reaksiyon hacmi (mL)

v: enzim hacmi (mL)

€: ckstinksiyon katsayisi (ABTS i¢in 420 nm’de 36 mM'cm™)

b: 151n yolu (cm)
AA: absorbans degisimi

t: siire (dakika)
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3.5. Protein Miktar:1 Tayini

Saflagtirma isleminde elde edilen Orneklerdeki protein miktari BCA
(Bicinchoninic Acid) metodu kullanilarak belirlenmistir [152]. Kullanilan metotta
reaksiyon iki basamakta gerceklesir. Birinci basamakta, ortamdaki bakir proteinlerle
indirgenir ve ikinci basamakta, indirgenen bakir BCA ile kompleks olusturur.
Kompleks olusumu sirasinda meydana gelen renk degisiminden protein

konsantrasyonu (mg/mL) tayin edilir [154].

3.6. Kiiltiir Sivisindan Lakkaz Enziminin Piirifikasyonu

Optimizasyonu yapilan besiyerinde yetistirilen fungusun irettigi lakkaz
enziminin aktivitesi takip edilerek maksimum aktivite gosterdigi giinde (4 ila 8. giin)
inkiibasyon durdurularak piirifikasyon adimlarma gegilmistir. Oncelikle siipernatant
stiziilerek fungusun miselyumlarindan ayrilmistir. Siizme isleminden sonra elde
edilen siipernatant dort esit hacime ayrilarak yontemlerin karsilastirilmasi amaciyla
farkli saflastirma islemlerine tabii tutulmustur. Piirifikasyon deneyleri +4°C’de

gerceklestirilmistir.

3.6.1. Coktiirme Yontemi ile Piirifikasyon

Coktiirme yontemi ile purifikasyonda amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve etanol

¢cOktiirmesi olmak tizere iki farkl yontem kullanilmistir.

3.6.1.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat [(NH4),SO4] ile doyurarak ¢oktiirme metodunda kullanilacak
amonyum siilfat miktar1 asagida verilen denklemden hesaplanmaktadir. Bu
caligmada, 4°C’de % 85 doygunluk i¢in kullanilan amonyum siilfat miktar1 asagidaki
denklem kullanilarak 44.12 g olacak sekilde hesaplanmustir.
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Sat (M>-M,)

Spec Vol

Sat M —
1000 x 132.14 x Sat M x M,

G: litre bagina eklenecek olan gram cinsinden amonyum siilfat miktari,
Sat: ¢ozeltideki amonyum siilfat doygunlugu (gL ™),

M,: istenilen (son) amonyum siilfat doygunlugu,

M;: baslangi¢taki amonyum siilfat doygunlugu,

SatM: doygun ¢ozeltideki amonyum siilfat soliisyonunun molaritesi,

SpecVol: Amonyum siilfatin hacmi (1 gram ilave edildiginde c¢ozeltide

0.54 mL’lik bir artiga sebep olur),
132.14: Amonyum siilfat’in molekiil agirligidir.

Amonyum stilfat ¢oktiirme metodunda oncelikle enzimin hangi doygunlukta
tamamen coktiigii (salting out) bulunmalidir. Bunun i¢in % 35-85 araliginda yiizde
deger onar onar artirilarak ¢okme saglanir ve siiziintiideki aktivite miktarina bakilir.

Siizlintiide aktivitenin kalmadig1 doygunluk degeri kullanilir.

Kiiltiir stipernatantindan (100 mL) aktivite ve protein miktarinin belirlenmesi
icin Ornek alindiktan sonra % 85 oraninda amonyum siilfat [(NH4),SO4] ile
doyurularak c¢oktiirme ile ortamdaki proteinlerin ayrilmast saglannmustir. Kiiltiir
slipernatantt amonyum siilfat ilavesinden sonra 1 saat siireyle karistirilmis ve
ardindan bir gece siireyle +4°C’de buzdolabinda bekletilmistir. Bu siire sonunda 30
dakika 15,000 x g’ de santrifiij yapilmis ve boylece proteinlerin ¢okerek kiiltiir
slipernatantindan  ayrilmas1  saglanmistir.  Santrifiij sonrasinda elde edilen
slipernatantin  enzim  aktivitesine bakilarak enzimin tamamen ¢Oktiiriiliip

coktiiriilmedigi anlagilmigtir.
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Coktliirme sonucunda elde edilen ¢okelek az miktarda tampon ¢ozelti (20 mM
Na-Asetat, pH 5) ile ¢oziilerek protein yoniinden oldukca yogun bir karisim elde
edilmistir. Bu karisim, igerisinde amonyum siilfat bulundurma olasiligina karsilik 1
gece siireyle +4°C’de buzdolabinda kendi hacminin 10 kati kadar saf suya kars
diyalize tabii tutulmustur. Diyaliz isleminde 10 kDa cut off seliilloz membran diyaliz

torbasi kullanilmistir.

Diyaliz isleminin ardindan protein ¢ozeltisi DEAE-sefaroz anyon degistirici
kolona yiiklenmistir. DEAE-sefaroz 6rnekle muamele edilmeden once ortamla denge
haline gelmesi icin kendi hacminin 3-5 kat1 kadar tampon ¢ozelti ile yikanmistir.
Protein ¢ozeltisi kolona yiiklenerek saflastirilmasi istenen enzimin matrikse iyon-
iyon etkilesimi sayesinde tutundurulmasi saglanmistir. Dolayisiyla kolondan alinan
protein ¢ozeltisinde lakkaz aktivitesi ya hi¢ goriilmemis ya da ¢ok az goriilmiistiir.
Matrikse iyonik etkilesimlerle tutunan protein yine iyonik etkilesimlerle matriksten
koparilmistir. Bunun i¢in kolon, NaCl konsantrasyonu 0.5-2.0 M arasinda degisen
tampon ¢oOzelti ile yikanmistir. Yikama islemiyle kolondan alinan enzim ¢dzeltisi
2 mL’lik fraksiyonlar halinde toplanarak; lakkaz aktivitesine (420 nm), protein

varligina (280 nm) ve BCA metodu (562 nm) ile protein miktarina bakilmistir.

3.6.1.2. Etanol Coktiirmesi

Kiiltiir siipernatant1 (100 mL) -20°C’de iki saat siireyle sogutulmus etanol ile
esit hacimde karistirilarak ¢oktiirme saglanmistir. Coktiirmenin tamamlanmasi i¢in
-20°C’de 2 saat siireyle bekletilmistir. Karisima 30 dakika siireyle +4°C ve 15,000 x
g’de satrifiij yapilmistir. Santrifiijden sonra siipernatant ayrilarak ¢okelek, vakum
altinda oda sicakliginda kurutulmustur. Kurutulan ¢okelek az miktarda tampon
cozelti ile ¢oziildiikten sonra Boliim 3.6.1.1°de anlatildigi gibi DEAE-sefaroz iyon
degistirici kolona yiiklenerek enzim saflastirilmistir. Uygulanan DEAE-sefaroz
kolonundan sonra yapilan SDS-PAGE sonucunda safsizliklar goriiliiyorsa, DEAE-
sefadeks jel filtrasyon kolonuna yiiklenmistir. Alinan fraksiyonlarda aktivite ve SDS-

PAGE bakilarak saflagtirma sonuglari elde edilmistir.
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3.6.2. Iyon Degisim Kromatografisi ile Piirifikasyon

Kiiltiir stipernatanti DEAE-sefaroz iyon degistirici ile muamele edilerek

saflagtirma yapilmigtir.

Kiiltlir stipernatantt (100 mL) DEAE-sefaroz kolonuna yiiklenmistir. Boliim
3.6.1°de anlatildig1 iizere, matriks, 6rnekle muamele edilmeden once ortamla denge
haline gelmesi icin kendi hacminin 3-5 kati1 kadar tampon ¢ozelti ile yikanmistir.
Daha sonra 6rnek kolona yiliklenmis ve yogun tuz konsantrasyonuna sahip tampon
cozelti ile yikanarak fraksiyonlar toplanmistir. Fraksiyonlarda aktivite ve protein
miktarina bakildiktan sonra fraksiyonlar birlestirilerek tekrar DEAE-sefaroz
kolonuna yiiklenmistir. Konsantre enzim ¢ozeltisine yapilan SDS-PAGE analizinden
sonra enzim saf olarak elde edilememis ise molekiil agirligindan yararlanilarak
sefadeks G-100 ile jel filtrasyon kolonuna yiiklenerek tam ayirma saglamistir. Jel
filtrasyon matriksi 6rnekle muamele edilmeden 6nce bir gece siireyle tampon ¢ozelti
icinde taneciklerinin iyice sismesi i¢in +4°C’de buzdolabinda bekletilmistir. Enzim
cozeltisi tek seferde kolona yiiklenmistir ve fraksiyonlar kiiclik hacimde (400 pL)

olacak sekilde kolondan alinmistir.

Protein igeren ve lakkaz aktivitesi olan fraksiyonlar birlestirilerek tekrar
DEAE-sefaroz kolonuna yiiklenerek bir kat daha konsantre edilmistir. Enzim
baglanmasi ve yikanmasi yukarida belirtildigi gibi tekrarlanmistir. Bu islemde
onemli olan nokta, enzim ¢o6zeltisinin daha konsantre eclde edilebilmesi igin

kullanilan DEAE-sefaroz matriks miktarinin ilk kullanilandan daha az olmasidir.

Yapilan islemlerde saflastirma verimliligini gérmek i¢in SDS-PAGE, aktivite
ve protein miktarindan  saflastirma  tablosu  hazirlanarak  purifikasyon

basamaklarindaki degisim gozlenmistir.
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3.6.3. Elektroforez Yontemi (SDS-PAGE)

3.6.3.1. SDS-PAGE’in Uygulanmasi

Sodyum dodesil siilfat poli

akrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE),

purifikasyon isleminin asamalarimi takip etmede, saflastirilmaya caligilan enzimin

homojenliginin ve molekiil agirliginin belirlenmesinde kullanilmaktadir. SDS-PAGE

Laemmli, 1970 tarafindan 6ne siiriilen metoda gore yapilmistir [153].

3.6.3.2. SDS-PAGE ile Molekiil Agirhg: Tayini

Saflastirilan enzimin rolatif molekiil agirligi, standart protein karigimi

kullanilarak SDS-PAGE ile belirlenmistir. Standart protein olarak, 6zellikleri Tablo

3.4’de verilen standart protein karigimi kullanilmstir.

Tablo 3.4. Standart protein karisimi ve igerdigi proteinlerin molekiil agirliklari.

PROTEIN MOLEKUL AGIRLIGI
(Da)
Mayosin 200,000
B-galaktosidaz 116,000
Fosforilaz b 97,400
Albumin (bovine) 66,000
Ovalbumin 45,000
Karbonik anhidraz 29,000

Yapilan SDS-PAGE analizi sonucunda elde edilen bantlarin hangi agirliga

denk geldigi, molekiil agirliklarinin logaritmasina karsi jelde aldig1 yol (cm) grafige

gecirilerek bulunmustur.
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3.7. Saflastirilmis Lakkaz Enziminin Karakterizasyonu

3.7.1. Optimum Sicakhgin Belirlenmesi

Lakkaz aktivitesi Tlzerine sicakligin etkisi, ABTS’nin lakkaz katalizli
oksidasyonu 420 nm’de spektrofotometrik olarak takip edilerek belirlenmistir.
30-70°C arasindaki sicakliklarda 5’er derecelik artislarla reaksiyon karigimi 30

dakika inkiibe edilmis ve aktivite tayini, Boliim 3.4’te belirtilen sekilde yapilmistir.

3.7.2. Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

Enzimin aktivite tayininin yapildigi Bolim 3.4’te belirtilen reaksiyon
karigtminin pH degeri 3.0 ila 7.0 araliginda hazirlanmig ve enzim aktivitesi ilizerine

etkisi arastirilmistir.

3.7.3. Progres Egrisi

Lakkaz aktivitesinin zamana gore degisimi, reaksiyon karigimindan her on
dakikaya bir alinan 6rneklere, Boliim 3.4’te belirtilen sekilde aktivite tayini yapilarak

belirlenmistir.

3.7.4. ABTS i¢in Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi

Kinetik veriler, farkli ABTS konsantrasyonlarinda (0.04-0.8 mM) baslangi¢
hizlar1 belirlenerek Michaelis-Menten grafiginin ¢izilmesiyle elde edilmistir. Ayrica

Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek ABTS i¢in K, ve Vimax degerleri belirlenmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. Lakkaz Uretimi icin Kiiltir Kosullarinin

Optimizasyonu

4.1.1. Trametes versicolor’un Zamana Karsi Biiyiimesi ve Enzim
Uretimi

Beyaz c¢iiriik¢iil fungus Trametes versicolor, igerigi Tablo 3.1’de verilen sivi
besiyerinde, 12 giin siireyle 125 rpm ve 32°C sicaklikta inkiibe edilmistir.
Besiyerinde lakkaz aktivitesi takip edilmis ve maksimum lakkaz aktivitesinin 5 ila 8.

giinler arasinda oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.1. Trametes versicolor lakkazin zamana karsi iiretim grafigi. (Enzim iretiminin degisimi
Boliim 3.4.’te belirtildigi sekilde aktivite tayini yapilarak belirlenmistir).
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Fungus oncelikle besiyerinde karbon kaynagi olarak bulunan glikozu primer
metabolizma i¢in harcayacaktir. Daha sonra karbon kaynaginin azalmasiyla birlikte
sekonder metabolizmaya gegerek enzim ve diger metabolitleri {iretmeye
baslayacaktir. Sekizinci giinden itibaren ortamda artik karbon kaynagi olmadig1 i¢in

fungus endojen faza gecerek enzim iiretimini azaltmaktadir.

4.1.2. pH’1n Trametes versicolor Lakkaz Uretimine Etkisi

Lakkaz iiretiminde pH’in etkisi iizerine ¢ok fazla bilgi olmamasina ragmen,
fungus pH degeri 5 olan ortamda biiyiitiildiigiinde lakkaz {iretiminin oldukca fazla

oldugu belirtilmistir [11].

Calismada Trametes versicolor lakkazin iiretimine pH’in etkisi 3.5-7.0 gibi
genis bir aralikta incelenmistir. Sekil 4.2’de 10 giin boyunca farkli pH degerlerinde
yetistirilen Trametes versicolor ortamindan alinan orneklerdeki lakkaz aktiviteleri
goriilmektedir. Maksimum aktivite 4. giinde pH 5’te goriiliitken pH 3.5, 6.5 ve
7.0’de lakkaz aktivitesi oldukea diisiiktiir.
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Sekil 4.2. pH’in lakkaz iiretimine etkisi. (Tablo 3.2°de verilen besiyeri sekiz farkli pH degerinde
hazirlanarak 32°C ve 125 rpm’de inkiibe edilmis ve her iki giinde bir alinan drneklerdeki aktivitenin
degisimi Boliim 3.4.’te belirtildigi sekilde aktivite tayini yapilarak belirlenmistir).
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Sekil 4.3’te Trametes versicolor lakkazin optimum pH degerinin 5 olarak
bulundugu ancak bu pH’tan sonra aktivitenin hizli bir sekilde azaldig1 goriilmiistiir.
Arisoy tarafindan yapilmis bir g¢alismada, dort farkli beyaz ciirlik¢lil fungus
(Phanerochete chrysosporium, Pleurotus sajor-caju, Pleurotus florida, Pleurotus
eryngi)  kullanilarak klorlu organik bilesiklerin pargalanmasi ¢aligilmis ve
maksimum verimin pH degeri 5 olan kiiltiir ortaminda gergeklestigi belirtilmistir
[157]. Archibald ve ark. tarafindan yapilmis bir baska caligmada ise Trametes
versicolor pH degeri 5 olan kiiltiir ortaminda biiyiitillerek maksimum lakkaz
aktivitesinin bu pH degerinde elde edildigi belirtilmis ve karbon metabolizmasi

tizerine kagit hamuru ve ligninin etkisi aragtirilmistir [158].
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Sekil 4.3. Optimum pH grafigi. (Tablo 3.2’de verilen besiyeri sekiz farkli pH degerinde hazirlanarak
32°C ve 125 rpm’de inkiibe edilmis ve dordiincii giinde alinan Grneklerdeki aktivitenin degisimi
Boliim 3.4.’te belirtildigi sekilde aktivite tayini yapilarak belirlenmistir).
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4.1.3. Besiyerindeki iz Elementlerin (Metallerin) ve Glikozun
Lakkaz Uretimine Etkisi

Iz elementler, mikroorganizmalarin gelisme ve iireme evrelerinde oldukca
onemli bir etkiye sahip oldugundan besiyerinde bulunmalar1 fungusun biiyiimesi ve
enzim lretmesi i¢in gereklidir. Literatiirde, iz element ihtiyacim karsilamak i¢in bu
konuda olduk¢a yogun ¢aligmalar yapmis olan Tien&Kirk grubunun 1984 tarihli
yayminda belirtmis olduklar1 iz element c¢ozeltisi birka¢ degisiklik yapilarak
kullanilmastir [120].

Lakkaz tretimi tUzerine glikozun etkisi incelendiginde, ortamda fazla
bulunmasinin enzim iiretimi tizerinde yavaslatici bir etkiye sahip oldugu literatiirde
belirtilmistir [137]. Bu durumun gecerliligi ve iz elementlerle herhangi bir
etkilesimin olup olmadigini anlayabilmek i¢in fungus, icerigi Tablo 3.3’te verilen
sekiz farkli besiyerinde degisik glikoz ve iz element konsantrasyonlarinda

yetistirilerek denenmistir.

Sonugta Sekil 4.4’ten de goriildiigii gibi en yiiksek enzim tiretimi diisiik glikoz
(1 gL ve iz elementleri (50 mLL™) igeren Besiyeri 4’te gozlenirken, en diisiik
enzim iretimi glikozun maksimum (5 gL™) oldugu ve iz elementlerin olmadig:
Besiyeri 2’de gozlenmistir. Yu ve Wong tarafindan yapilmis olan caligmada,
buldugumuz sonuglara paralel olarak Trametes versicolor fungusunun diisiik glikoz
konsantrasyonunda yavas bir biiylime gosterirken lakkaz enziminin maksimum
diizeyde salgilandigi belirtilmektedir [137]. Calisma sonucunda, iz elementlerin
varliginin enzim iretimi lizerinde glikozdan daha 6nemli bir etkiye sahip oldugu
bulunmustur. iz element konsantrasyonunun artmasiyla birlikte enzim {iretiminin
azalmasi, iz elementler icerisinde bulunan bazi metallerin enzim {iretimini inhibe
etmis olabileceginden kaynaklanmis olabilir. iz elementlerin yoklugu, fungusun

yasamsal faaliyetleri ve enzim tiretimini olumsuz yonde etkilemektedir.
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Sekil 4.4. Besiyerindeki iz elementlerin ve glikozun enzim {iiretimine etkisi. (pH 5, 32°C ve 125
rpm’de inkiibe edilmis ve her iki giinde bir aliman 6rneklerdeki aktivitenin degisimi Bolim 3.4.’te
belirtildigi sekilde aktivite tayini yapilarak belirlenmistir).

4.1.4. Enzim Uretimine Indiikleyicilerin Etkisi

Lakkaz enzimi, salgilandigi funguslar tarafindan genellikle diisiik
konsantrasyonlarda f{iretilir, fakat ortama c¢esitli maddelerin ilavesiyle yliksek
konsantrasyonda iiretilmesi saglanabilir [28]. Palmieri ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan ¢alismada, 150 uM bakir siilfat (CuSQOy) biiylime ortamina ilave edildiginde
lakkaz aktivitesinin kontrol ortamma goére 50 kat arttigi bulunmustur [43].
Pazarlioglu ve ark. tarafindan yapilan bir diger ¢calismada, farkli konsantrasyonlarda
(0-100 mg/L) fenoliin lakkaz iiretimine etkisi c¢alisilmis ve 4. gilinde enzim
aktivitesinin 10 mg fenol/L iceren kiiltliriin fenol i¢cermeyen kiiltiirden 1227.5 kat
daha fazla oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte, fenol konsantrasyonunun 50 mg/L
ve daha fazla oldugu durumda hiicre biiylimesinin siddetli bir bi¢cimde inhibe

edildigi ve lakkaz {iretiminin 6nemli bir sekilde azaldig1 bulunmustur [149].
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4.1.4.1. Enzim Uretimine indiikleyici Tiiriiniin Etkisi

Bu ¢alismada, dort farkli indiikleyicinin (fenol, bakir siilfat, veratril alkol ve
guaiakol) lakkaz iiretimine etkisi incelenmistir. Sekil 4.5’te goriildiigii gibi kullanilan
indiikleyiciler arasinda aromatik yapiya sahip olan fenoliin, enzim iiretimi iizerinde
maksimum etkiye sahip oldugu bulunmustur. Elde edilen bu sonug, Pazarlioglu ve

ark. tarafindan yapilan ¢alisma ile benzer oldugu bulunmustur [149].
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Sekil 4.5. Lakkaz iiretimine indiikleyici etkisi. (Bolim 4.1.3°te optimum lakkaz iiretim kosullari
belirlenen besiyerinde her bir indiikleyicinin konsantrasyonu 10 mgL™" olacak sekilde ilave edilmis ve
indiikleyicilerin enzim aktivitesi iizerine etkisi her iki giinde bir alman &rneklerdeki Boliim 3.4.°te
belirtildigi sekilde aktivite tayini yapilarak belirlenmistir).

4.1.4.2. Enzim Uretimine Fenol Konsantrasyonu Etkisi

Enzim {retimini olduk¢a indiikleyen fenoliin farkli konsantrasyonlardaki
(0-10 mgL™") etkisi incelendiginde 50 mgL’' konsantrasyondaki fenoliin enzim
tiretimini maksimum diizeyde indiikledigi bulunmustur (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).

Bununla birlikte, fenol konsantrasyonunun 5 mg/L’den daha fazla oldugu durumda
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hiicre biiyiimesinin siddetli bir bi¢imde inhibe edildigi ve lakkaz iiretiminin énemli

bir sekilde azaldigi bulunmustur.

500
i —e— kontrol *
A -1
450 4 A— 5 mgL :
—A— 10 mgL
] —e—25mgL’
400 —%—50 mgL" *
. —#—100 mgL"
<350 4 *
|
= 1 A
o 300 \
=
> . ‘ *
2 A
Z 250 N T—a
< A *
i g s
200 . 0\.
150 % A
4 > A
100 . T . T . T
4 6 8

Zaman (giin)

Sekil 4.6. Lakkaz iiretimine fenol konsantrasyonunun etkisi. (Aktivite her iki giinde bir alinan
orneklerde Boliim 3.4.’te belirtildigi sekilde hesaplanarak belirlenmistir).
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Sekil 4.7. Optimum indiikleyici fenol konsantrasyonu. (Aktivite 6. giinde alinan 6rneklerde Bolim
3.4.’te belirtildigi sekilde hesaplanarak belirlenmistir).
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4.2. Kiiltiir Sivisindan Lakkaz Enziminin Purifikasyonu

Lakkaz enziminin iist sividan piirifikasyonu i¢in, rutin ¢oktiirme ve iyon
degisim kromatografi yontemleri uygulanmistir. Bu calismada, iki farkli ¢oktiirme

yontemi denenmistir. Bunlar; amonyum siilfat ve etanol ¢oktiirmeleridir.

4.2.1. Coktiirme Yontemi

Coktiirme yontemi proteinlerin geri kazaniminda ilk adim olarak oldukga
yaygin kullanilan bir yontemdir. Cogunlukla tuz ve organik c¢oziiciilerle veya protein

¢ozeltisinin dogal pH degerinin degistirilmesiyle gerceklestirirlir.
4.2.1.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Sekil 4.8’den goriildiigii gibi, lakkaz ¢oktiiriilmesi i¢in gerekli amonyum siilfat
yiizdesi >70’tir. Bu degeri Boliim 3.6.2.1°de verilen formiilde yerine koydugumuzda
100 mL kiiltiir stipernatant1 i¢in ne kadar amonyum siilfat kullanmamiz gerektigini
buluruz. Yapilan hesaplama sonucunda %85 doygunlukta amonyum  siilfat

kullanilmistir.
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Sekil 4.8. Amonyum siilfat ilavesinden sonra siipernatantta cokmeden kalan enzimin aktivitesi.
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Amonyum siilfat ilavesinden sonra yapilan santrifiij sonunda elde edilen

cokelek ¢oziilerek DEAE-sefaroz kolonuna yiiklenmistir.

4.2.1.2. Etanol Coktiirmesi

Kiiltiir stipernatantina esit hacimde soguk etanol ilavesiyle elde edilen karigim
+4°C’de 30 dakika santrifiij edildikten sonra olusan ¢okelek az miktarda tampon
cozelti ile c¢oziilmiistiir. Coktiirme sonucunda elde edilen konsantre ¢ozeltide
denatiire protein miktarinin olduk¢a az oldugu ve enzimde aktivite kayb1 goriilmedigi

tespit edilmistir.

4.2.2. Iyon Degisim Kromatografisi Yontemi

Bu yontemde esas olan iyon degisimi oldugundan enzimin anyon degistirici
DEAE-sefaroz matriksine tutunabilmesi i¢in enzimin pozitif yikli olmasi gerekir.
Bu da enzimin pl degeri ile ilgilidir. Ortamin pH degeri enzimin pl degerinin
tizerindeyken enzimin pozitif yiiklii olmasindan yola c¢ikilarak pH 5 olarak

ayarlanmustir.

Kolona yiiklenen matriks (DEAE-sefaroz) calisilacak olan pH degerine
ayarlanmak icin, 20 mM sodyum asetat tampon (pH 5.0) ¢ozelti ile birkag sefer
yikanmigstir. Kiiltlir slipernatant1 veya ¢oktiirme sonrasi ¢0ziilmiis protein ¢ozeltisi
kolona yiiklenerek enzimin  matrikse baglanmistir. Bu baglanma sonunda
sliziintliden Ornek alinarak enzimin baglandigini dogrulamak i¢in aktivitesine ve
protein miktaria bakilmistir. Eger matrikse protein baglanmigsa, baglanan proteinin
iyon dengesi tampon ¢oOzeltinin pH degeri degistirilerek veya NaCl ile tampon

¢oOzeltinin tuz konsantrasyonu artirilarak bozulabilir.

Bu calismada matriksten enzimi almak i¢in ~IM konsantrasyonda tuz (NaCl)
iceren tampon ¢dzelti ile eliisyon yapilmistir. Toplanan fraksiyonlarda aktivite tayini

ve BCA protein miktar analizi yapilmistir.
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4.2.2.1. Amonyum Siilfat Cokeleginin Kolona Yiiklenmesi

Amonyum siilfat kullanilarak c¢oktiiriilen protein az miktarda tamponda
coziilerek DEAE-sefaroz kolonuna yiiklenmis ve 1.5 mL’lik fraksiyonlar halinde
toplanmistir. Toplanan fraksiyonlarda yapilan aktivite tayini ve protein varligir Sekil
4.9°da goriilmektedir. Buna gore, 2 nolu fraksiyonda maksimum olmak {izere 1 ve 3
nolu fraksiyonlarda da lakkaz aktivitesi ve protein goriilmiistiir. Boylece kolonda

matrikse baglanmis olan protein ilk 3 fraksiyonda konsantre bir sekilde elde

edilmistir.
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Sekil 4.9. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile Trametes versicolor'dan lakkaz piirifikasyonu. (1 cm ¢ap,
30 cm yiikseklige sahip olan kolona 5 mL. DEAE-sefaroz yiiklenmis ve proteinler 1 mL/dak. akis
hizinda 1.5 mL’lik fraksiyonlar halinde toplanmuistir).

4.2.2.2. Etanol Cokeleginin Kolona Yiiklenmesi

Etanol kullanilarak coktiiriilen protein 6 mL tampon ile ¢o6ziilerek DEAE-
sefaroz kolonuna yiiklenmis ve 1.5 mL’lik fraksiyonlar halinde toplanmistir.

Toplanan fraksiyonlarda yapilan aktivite tayini ve protein varhig Sekil 4.10°da
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goriilmektedir. Buna gore, 1 ve 2 nolu fraksiyonda lakkaz aktivitesi ve protein
goriilmiistiir. Boylece kolonda matrikse baglanmis olan protein ilk 2 fraksiyonda

konsantre bir sekilde elde edilmisgtir.
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Sekil 4.10. Etanol ¢oktiirmesi ile Trametes versicolor'dan lakkaz piirifikasyonu. (1 cm ¢ap, 30 cm
yiikseklige sahip olan kolona 5 mL DEAE-sefaroz yiiklenmis ve proteinler 1 mL/dak. akis hizinda 1.5
mL’lik fraksiyonlar halinde toplanmistir).

4.2.2.3. Siipernatantin Coktiiriilmeden Kolona Yiiklenmesi

Miselyumlardan ayrilmig siipernatantta bulunan protein, herhangi bir ¢oktliirme
islemine tabi tutulmaksizin DEAE-sefaroz kolonuna yiiklenmis ve 1.5 mL’lik
fraksiyonlar halinde toplanmistir. Toplanan fraksiyonlarda yapilan aktivite tayini ve
protein varligi Sekil 4.11°de goriilmektedir. Bu yontemde, kolona yiiklenen 6rnek
konsantre olmadig1 icin fraksiyon sayisi olduk¢a fazladir. Dolayisiyla enzim

aktivitesinin goriildiigii fraksiyon sayis1 daha fazla ve protein icerigi daha azdir.

Sekil 4.11°den goriildigli gibi, anyon degistirici kolondan alinan

fraksiyonlardan 5-22 arasinda aktivite ve protein vardir. Bu fraksiyonlar tekrar
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birlestirilerek iki kat konsantre enzim ¢ozeltisi elde etmek amaciyla ikinci kez anyon
degistirici kolona yiiklenmistir. Sekil 4.12°de ise, ikinci anyon degistirici kolondan
alan fraksiyonlarda protein ¢ozeltisinin daha konsantre oldugu goriilityor. Aktivite

ve protein i¢eren fraksiyonlarin sayist 17°den 6’ya diigmiistir.
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Sekil 4.11. Anyon degisim kromatografi ile Trametes versicolor'dan lakkaz piirifikasyonu (1.adim).
(Boliim 3.6.1°da belirtildigi sekilde uygulanan kolon sistemi sonucunda elde edilen fraksiyonlar).
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Sekil 4.12. Anyon degisim kromatografi ile Trametes versicolor'dan lakkaz piirifikasyonu (2.adim).
(Boliim 3.6.1°da belirtildigi sekilde uygulanan kolon sistemi sonucunda elde edilen fraksiyonlar).

4.2.3. DEAE-sefaroz Kolonundan Elde Edilen Fraksiyonlarin

SDS-PAGE lle Analizi

4.2.3.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesinden Elde Edilen Fraksiyonlara
SDS-PAGE ile Analizi

Amonyum siilfat ¢oktiirmesiyle elde edilen konsantre protein ¢ozeltisi anyon
degisim kolonuna yiiklendikten sonra alinan fraksiyonlarin SDS-PAGE analizi Sekil
4.13’te goriilmektedir. Aktivite ve protein miktarinin yiliksek olan fraksiyonlarin

SDS-PAGE analizine gore lakkaz enzimi %80-90 oraninda saflagtirilmigtir.
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Sekil 4.13. Amonyum siilfat ile ¢oktiiriilen lakkazin aktiviteye sahip fraksiyonlarinin SDS-PAGE ile
analiz sonuglart. (Her bir fraksiyondan 30 pL yiiklenmistir. SP, standart proteinler; 1: 3. fraksiyon; 2:
4. fraksiyon; 3: 5. fraksiyon)
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Sekil 4.14. Saflastirilan lakkazin molekiil agirliginin belirlenmesi i¢in kullanilan SDS-PAGE ile
protein standartlart kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisi.

Sekil 4.14’ten elde edilen grafikte 28 mm bulunan mesafe degeri yerine
kondugunda saflastirilmis lakkaz enziminin molekiill agirhigi 78.6 kDa olarak

belirlenir.
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Lakkazin amonyum siilfat ¢oktiirmesiyle saflastirilma basamaklari Tablo 4.1°de

Ozetlenmistir. Buna gore, lakkaz enzimi %19.2 verimle yaklasik 3 kat piirifiye

edilmistir.

Tablo 4.1. Lakkazin amonyum siilfat ¢oktiirmesiyle saflastirilmasi

Piirifikasyon Hacim Toplam Toplam Spesifik Verim Piirifikasyon
Adim Protein Aktivite Aktivite Katsayisi
(mL)  (mg) (U) (Umgh) (%)
Kiiltiir siipernatant 100 1.981 25674 12960 100 1
Amonyum siilfat 4 0.545 8941 16405 34.8 1.3
Diyaliz 6 0.256 5018 19600 19.5 1.5
DEAE-sefaroz 2.7 0.128 4733 36974 19.2 2.9

4.2.3.2. Etanol Coktiirmesinden Elde Edilen Fraksiyonlarin SDS-PAGE

ile Analizi

Etanol ¢oktiirmesiyle elde edilen konsantre protein ¢dzeltisi anyon degisim

kolonuna ytiklendikten sonra alinan fraksiyonlarin SDS-PAGE analizi Sekil 4.15°te

goriilmektedir. Aktivite ve protein miktarinin yiiksek olan fraksiyonlarin SDS-PAGE

analizine gore lakkaz enzimi %80 oraninda saflastirilmistir.
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Sekil 4.15. Etanol ile ¢oktiiriilen lakkazin aktiviteye sahip fraksiyonlarinin SDS-PAGE ile analiz
sonuglart. (Her bir fraksiyondan 30 pL yiiklenmistir. SP, standart proteinler; 1: 1. fraksiyon; 2: 2.
fraksiyon; 3: 3. fraksiyon)
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Sekil 4.16. Saflastirilan lakkazin molekiil agirliginin belirlenmesi igin kullanilan SDS-PAGE ile
protein standartlart kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisi.
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Sekil 4.16’dan elde edilen grafikte 23 mm bulunan mesafe degeri yerine
kondugunda saflastirilmis lakkaz enziminin molekiil agirligi 81.3 kDa olarak

belirlenir.

Lakkazin etanol c¢oktiirmesiyle saflastirilma basamaklar1 Tablo 4.2°de
Ozetlenmistir. Buna gore, lakkaz enzimi %18.7 verimle yaklasik 2 kat piirifiye

edilmistir.

Tablo 4.2. Lakkazin etanol ¢oktiirmesiyle saflastirilmasi

Piirifikasyon Hacim Toplam Toplam Spesifik Verim Piirifikasyon
Adimi (mL) Protein Aktivite Aktivite (%) Katsayisi
mg) (V) (UL
Kiiltiir siipernatant 0.1 1.981 25674 12960 100 1
Etanol 7.5 0.554 10676 19271 41.6 1.5
DEAE-Sefaroz 2 0.217 4794 22092 18.7 1.7

4.2.3.3. Siipernatantin Coktiiriilme Islemi Uygulanmadan Elde Edilen
Fraksiyonlara SDS-PAGE Uygulanmasi

Miselyumlarindan ayrilmis siipernatanttan elde edilen konsantre protein
cozeltisi anyon degisim kolonuna yiiklendikten sonra alinan fraksiyonlarin SDS-
PAGE analizi Sekil 4.17°de goriilmektedir. Aktivite ve protein miktarinin yiiksek
olan fraksiyonlarin SDS-PAGE analizine goére lakkaz enzimi %80 oraninda

saflastirilmistir.
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Sekil 4.17. Siipernatantin ¢oktiiriilme islemi uygulanmadan elde edilen lakkazin aktiviteye sahip
fraksiyonlarinin SDS-PAGE ile analiz sonuglari. (Her bir fraksiyondan 30 pL yiiklenmistir. SP,

standart proteinler; 1: 3. fraksiyon; 2: 4. fraksiyon; 3: 5. fraksiyon; 4: 6. fraksiyon; 5: 7. fraksiyon; 6:
8. fraksiyon)
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Sekil 4.18. Saflastirilan lakkazin molekiil agirliginin belirlenmesi i¢in kullanilan SDS-PAGE ile
protein standartlart kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisi.
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Proteinlerin hareket mesafesine karsi protein standartlarinin molekiil agirliginin
logaritmasi grafige gecirildiginde molekiil agirligini tayin etmek istedigimiz 6rnegin
agirhigint denklemden hesaplayabiliriz. Sekil 4.18’deki denklemde 25 mm hareket
eden lakkazin molekiil agirlig: 82.55 kDa bulunmustur.

Lakkazin silipernatanta ¢oktlirme islemi uygulanmadan yapilan saflastiriima
basamaklar1 Tablo 4.3’te Ozetlenmistir. Buna gore, lakkaz enzimi %27 verimle

yaklasik 6 kat piirifiye edilmistir.

Tablo 4.3. Lakkazin ¢oktlirme iglemi uygulanmadan saflagtiriimasi.

Piirifikasyon Toplam Toplam Toplam Spesifik Verim Piirifikasyon
Adim Hacim Protein Aktivite Aktivite Katsayisi
(mL)  (mg) U)  (Umgh) (%)
Kiiltiir siipernatant 100 1.981 25674 12960 100 1
DEAE-Sefaroz I 30 0.265 14347 54140 55.9 4.2
DEAE-Sefaroz II 10 0.092 6942 75456 27.0 5.8

Sonug olarak, yapilan karsilagtirmali saflastirma islemleri sonucunda Tablo
4.4’ten de goriildiigii gibi, en yiiksek piirifikasyon katsayisina ¢oktiirme isleminin

uygulanmadigi saflastirma yonteminde ulasilmstir.

4.3. Purifiye Lakkaz Enzimin Karakterizasyonu

DEAE-sefaroz ile piirifiye edilmis lakkazin kismi nitelendirilmesi asagida

belirtildigi sekilde yapilmustir.

4.3.1. pH’1n Aktiviteye Etkisi

pH enzimin aktif bolgesinde etkili oldugu i¢in enzim karakterizasyonunda
incelenmesi gereken parametrelerin basinda gelmektedir. Deneysel ¢alismalar

sirasinda, aktivite tayini yapilirken substrat olarak ABTS kullanilmis ve en yliksek
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aktivite lakkazin optimum pH degeri 3-4 olan fosfat tampon ¢d6zeltisinde elde

edilmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. pH’m aktivite iizerine etkisi. (Lakkaz aktivitesi 6l¢iimiinde son konsantrasyonlar1 0.167
mM ABTS, 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 3-7) ve SpL enzim igerecek sekilde hazirlanan 750
uL reaksiyon karigimi 45°C’de 30 dakika inkiibe edilmigtir. Bu siire sonunda olusan rengin 420

nm’deki absorbansi dlgiilerek aktivite tayin edilmistir).

4.3.2. Sicakhigin Aktiviteye Etkisi

Enzimin aktivitesi sicaklik arttikca artis gostermektedir (Sekil 4.20). Enzim
aktivitesi 60°C’ye kadar orantili bir sekilde artis gosterirken 65°C’de maksimum
aktivite elde edilmistir. Sicaklik 65°C’den sonra enzim aktivitesinin ¢ok keskin bir

sekilde diistiigii ve 70 °C’de enzimin denatiire oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.20. Sicakligin aktivite iizerine etkisi. (Lakkaz aktivitesi Slglimiinde son konsantrasyonlari
0.167 mM ABTS, 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 4) ve SuL enzim igerecek sekilde hazirlanan
750 pL reaksiyon karigimi 30-70°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda olusan rengin

420 nm’deki absorbansi dl¢iilerek aktivite tayin edilmistir).

4.3.3. Progres Egrisi

Reaksiyon ortaminda lakkaz enziminin substrati (ABTS) {iriine doniigtiirme
hizinin zamanla degisimi incelendiginde aktivitenin 60. dakikada maksimum oldugu

bulunmustur (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Enzimin aktivitesinin zamanla degisimi. (Lakkaz aktivitesi Ol¢limiinde son
konsantrasyonlar1 0.167 mM ABTS, 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 4) ve SuL enzim icerecek
sekilde hazirlanan 750 pL reaksiyon karisimi 45°C’de 10 ila 100 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire

sonunda olusan rengin 420 nm’deki absorbansi dl¢iilerek aktivite tayin edilmistir).

4.3.4. Kinetik Degerlerin Belirlenmesi

ABTS lakkaz aktivite tayininde sik¢a kullanilan bir substrattir. Yaptigimiz bu
calismada saflastirdigimiz lakkaz enzimini ABTS i¢in kinetik parametrelerini

bularak literatiirdeki degerlerle karsilastirmay1 hedefledik.

Yapilan kinetik deneylerinde ABTS konsantrasyonu 0.04 ile 0.83 mM arasinda
degistirilmistir. Sekil 4.22°de kinetik calismalar sonucunda elde edilen Michaelis-
Menten grafigi, Sekil 4.24’te ise Lineweaver-Burk grafigi goriilmektedir. Yapilan
hesaplamalar sonucunda Vi, =1652 UL! ve K,, = 3.66 x 10* M olarak
bulunmustur (Sekil 4.22 ve 4.23).
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Sekil 4.22. Trametes versicolor lakkaz i¢in Michaelis-Menten grafigi. (Lakkaz aktivitesi dl¢iimiinde
son konsantrasyonlari (0.04-0.83 mM) ABTS, 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 4) ve SuL enzim
icerecek sekilde hazirlanan 750 pL reaksiyon karigimi 45°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire
sonunda olusan rengin 420 nm’deki absorbansi 6lgiilerek aktivite tayin edilmistir).
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Sekil 4.23. Trametes versicolor lakkaz i¢in Lineweaver-Burk grafigi. (Lakkaz aktivitesi dl¢iimiinde
son konsantrasyonlari (0.04-0.83 mM) ABTS, 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 4) ve SuL enzim
icerecek sekilde hazirlanan 750 pL reaksiyon karigimi 45°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire
sonunda olusan rengin 420 nm’deki absorbansi dl¢iilerek aktivite tayin edilmistir).
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