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OZET

Tirozinaz (E.C. 1.14.18.1) aktif bolgesinde bakir bulunan, oksidorediiktazlarin tiyesi
olan, melanin sentezindeki hiz sinirlayicit adimi katalize eden enzimdir. Melanin, giinesten
gelen ultraviyole 1sinlarinin zararli etkilerinden korunmamizi saglayan, hayvanlarda sag, goz
ve cilt pigmentasyonundan birincil derecede sorumlu olan indolik yapidaki bir
heteropolimerdir. Tirozinaz, melanin sentezindeki Oneminin yaninda, kozmetik, tekstil,

cevre, gida ve tip gibi ¢esitli endiistriyel uygulamalari olan 6nemli bir enzimdir.

Tez calismasi kapsaminda tirozinaz enzimi yabani ve yenilebilir bir mantar olan
Pleurotus ostreatus’tan sirasiyla homojenizasyon, ¢oktiirme, diyaliz ve son olarak
Sepharose-4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit afinite jeli kullanilarak %18,23 verimle
saflagtirlldi. Enzim safligimmin kontroli, SDS ve dogal jel elektroforezleri kullanilarak

yapildi. Tirozinaz enziminin molekiil kiitlesi yaklasik 97 kDA olarak tespit edildi.

Tirozinaz enzimini karakterize etmek igin, optimum pH ve stabil pH degerleri pH 5,5
ve pH 5,25, optimum sicaklik degeri ise 20°C olarak belirlendi. Glifosat pestisitinin enzimin
aktivitesi lizerine in vitro inhibisyon etkisi incelendi. Aktivite (%) — [1] ve Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izildi. Cizilen grafikler ile inhibisyon tipi yar1 yarismali olarak belirlenerek; egri
denkleminden enzim aktivitesini yariya diigiiren inhibit6r konsantrasyonu olan 1Cso degeri
0,807 mM ve Lineweaver-Burk grafiginden inhibit6riin enzime olan ilgisini gosteren K

degeri 2,97 uM olarak hesaplandi.

Anahtar Kelimeler: Enzim saflastirma, Glifosat, Paration metil, Pleurotus ostreatus,

Polifenol oksidaz, Tirozinaz
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SUMMARY

Tyrosinase (E.C. 1.14.18.1) is a copper-containing enzyme in the active site, a
member of oxidoreductases, catalysing the rate-limiting step in melanin synthesis. Melanin
is an indolic heteropolymer that provides protection from the harmful effects of ultraviolet
rays from the sun and is primarily responsible for hair, eye and skin pigmentation in animals.
Tyrosinase, besides its importance in melanin synthesis, is an important enzyme with various

industrial applications such as cosmetics, textiles, environment, food and medicine.

Within the scope of the thesis study, tyrosinase enzyme was purified from Pleurotus
ostreatus, a wild and edible mushroom, by following the steps of homogenisation,
precipitation, dialysis and finally Sepharose-4B-L-tyrosine-p-aminobenzoic acid affinity gel
with a yield of 18,23%. Enzyme purity was controlled by SDS and native gel electrophoresis.

The molecular mass of tyrosinase enzyme was determined to be approximately 97 kDa.

Tyrosinase enzyme, the optimum pH and stable pH values were pH 5,5 and pH 5,25
and the optimum temperature value was determined as 20°C, respectively. The in vitro
inhibition effect of glyphosate pesticide on the activity of the enzyme was also investigated.
Activity (%)-[I] and Lineweaver-Burk graphs were plotted. The type of inhibition was
determined uncompetitive with the graphs drawn; ICso value, which is the inhibitor
concentration that halves the enzyme activity from the curve equation, was calculated as
0,807 mM and K value, which shows the interest of the inhibitor to the enzyme from the

Lineweaver-Burk graph, was calculated as 2,97 uM.

Keywords: Enzyme purification, Glyphosate, Parathion methyl, Pleurotus ostreatus,

Polyphenol oxidase, Tyrosinase
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1. GIRIS VE AMAC

Enzimler canli organizmalardaki biyokimyasal reaksiyonlar1 gergeklestiren biyolojik
katalizorler olarak tanimlanir. Yan {iriin olusturmamalari, katalitik etkileri ve secici
davraniglarindan dolay1 kimyasal katalizorlerden farklidirlar. Enzimler, protein yapisi ve bu
yapi icerisinde bulunan substratlari, varsa kofaktorleri baglayan, bag yapimi ve yikiminda
gbrev yapan aminoasitleri kapsayan aktif bolgeyi biinyelerinde bulundururlar. Enzimler
kendilerine 6zgii yapilari ile farklilagmaktadirlar. Bazi enzimler kataliz fonksiyonlarini
sadece protein yapilar ile yiiriitiirlerken bir kismi protein yapisinda olmayan kofaktorlere
ithtiya¢ duyarlar. Bu kofaktorler, koenzim veya metal iyonu olabilir (Keha ve Kiifrevioglu

2015).

Enzim teknolojisi siirekli bir gelisim icindedir ve enzim teknolojisinin kesfi 19.
yiizy1lin son ¢eyregine denk gelmektedir. Enzim, teknolojiden petrokimyaya, as1 ve ilagtan
otomobil ve savunma sanayi gibi farkli alanlarda yiirtitiilen siirecin 6nemli aktorlerinden
biridir. Gida, deri, tekstil, kozmetik, kagit, yem tatlandirict ve kimya alanlarinda kullanilan
endiistriyel enzim, pandemiyle birlikte daha cok gilindeme gelen siirdiiriilebilirlik ve
diinyanin gelecegi icin de biiyiik bir 5nem tasimaktadir. Oyle ki siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu
ekonomiler iiretimde artik kimyasallarin yerine enzimleri tercih ederken, bu durum
endiistriyel enzim pazarinin hizli bir ivmeyle biiyiimesinin ncelikli sebebidir (Valverde vd.,

2015).

Enzimin en 6nemli uygulamalarindan birisini olusturdugu endiistriyel biyoteknoloji
son yillarda genetik ve nanoteknoloji bilimleriyle birlikte onlarca farkli alanda etki
yaratarak, diinyanin gelecegini etkileyecek endiistrilerin basinda gelmektedir. Ozellikle
giiniimiizde yapilan ¢caligmalarda ¢ok sayida bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimler izole
edilmis ve kismi olarak saflastirilmistir. Enzimler, spesifik etki gostermeleri ve diistik
konsantrasyonlarda bile substrat reaksiyonlarini katalizlemeleri sebebiyle endiistride 6nemli

kullanim alanina sahiptirler (Valverde vd., 2015).



Antik caglardan beri farkli lezzetleri ile gida tiiketiminin bir parcasi olan mantarlar,
sahip olduklar1 diyet lifi, vitaminler ve 6zellikle D Vitamini ile 6nemli besin degerlerine
sahiptirler (Ren vd., 2012). Dogada 2000’den fazla mantar tiirii olmasina ragmen bunlardan
yaklasik olarak 25°1 yaygin bir sekilde gida olarak kabul edilmektedir ve bunlarin ¢ok az bir
kismu ticari olarak yetistirilmektedir. Gliniimiizde pek ¢cok mantar tiirii besleyici degerinin
yaninda enzim kaynagi yoniinden de degerlendirilmekte ayrica bir kismi fonksiyonel gida
olarak da kabul edilmektedir. Dogada kendiliginden yetisen bir bitki olarak mantarlar ¢ok
eski devirlerden beri zehir, ila¢ ve besin maddesi olarak kullanilmaktadir. Diinyada en
yaygin olarak yetistirilen mantarlar, sirasiyla Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus ve
Lentinula edodes’tir (Valverde vd., 2015).

P. ostreatus biyoteknolojik ve gevresel uygulamalarinin yanisira terapotik degeri
oldukga yiiksek olan bir mantar grubudur. Son yillarda Pleurotus spp., ile ilgili patent,
aragtirma ve ¢aligmalar katlanarak artmaktadir. Biyoteknolojide kullanilabilirligi ile enzim
iretimindeki yetenekleri, sahip oldugu bilesikleri tanima ve izolasyon caligsmalari, tibbi
potansiyeline bagli olarak derinlesen calismalar her gecen giin P. ostreatus’un da énemini

artirmaktadir (Carvalho vd., 2010; Atri vd., 2013; Inacio vd., 2015).

Tirozinaz, melanin biyosentezinde yer alan anahtar bir enzimdir. Meyve ve
sebzelerin istenmeyen enzimatik esmerlesmesinden sorumludur, bu da yeni tirozinaz
inhibitorlerinin tanimlanmasini son derece 6nemli kilmaktadir (Parvez vd., 2017). Atik su
ve kirlenmis toprakta bulunan fenolik bilesiklerin detoksifikasyonunda, parkinson
hastalarinin tedavisi i¢in kullanilan bir ilag olan L-Dopa’nin (L-3,4-dihidroksifenilalanin)
biyosentezinde, bitkilerde savunma mekanizmasinda yer alan lignin, tanenler, flavonoidler
gibi fenolik bilesiklerin iretiminde yer almaktadir. Bu gibi pek ¢ok endiistride
kullanilmasimin yan1 sira pestisitlerle miicadele i¢in gelistirilen ¢ogu iirtinde onemli rol
oynamaktadir. Ozellikle bazi toksik bilesiklerin tespiti igin biyosensdr gelistirilmesi
caligmalarinda enzim inhibisyonuna dayali ¢aligmalar gerceklestirilmektedir (Nawaz vd.,
2017).

Tirozinaz, afinite kromotografisi ile saflastirilan ilk enzimdir ve oksijeni organik bir

molekiiliin (fenol) yapisina dogrudan katabilme 6zelligine sahip enzimler arasinda da ilk



tanimlanan enzimdir. Tirozinazlar, dogada funguslarda ve bakterilerde, yiiksek bitkilerde ve

hayvanlarda (organlarinda) bulunur (Nawaz vd., 2017).

Bu tez caligmasinda P. ostreatus mantarinin iilkemizde iiretimin ve ulagiminin kolay
olmasi ayn1 zamanda polifenol oksidaz enzimleri agisindan en zengin dogal kaynaklardan

birisi olmas1 sebebiyle tercih edilmistir.

Enzimlerin kinetik davranislarini anlamak ve tespit edebilmek igin inhibisyon
kinetiklerinin bilinmesi 6nemlidir. Bu tez ¢alismasi ile P. ostreatus’tan tirozinaz enziminin
oncelikle saflastirilmasit ve karakterizasyonu, sonrasinda enzimin difenolaz aktivitesi

lizerine baz1 pestisitlerin inhibitor etkisinin in vitro incelenmesi hedeflenmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Enzimler

Canlilarin  hiicrelerinde  sentezlenen enzimler, hiicrelerdeki biyokimyasal
reaksiyonlarin gergeklesmesini saglayan, yan iirlin vermeksizin %100 verimle (iirlin
olusturan katalizérlerdir. Ribozimler disindaki biitiin enzimler protein yapisindadir (Nelson
ve Cox, 2005).

Enzimler, aktivasyon enerjisini diigiirerek reaksiyon hizini arttirirlar. Enzimler,
substrat ad1 verilen reaksiyona katilacak molekiilleri tantyarak, onlarla spesifik etkilesimler
kurarak, kimyasal baglar1 kirip, yeni baglar olusturarak, reaksiyonun ger¢eklesme hizini

arttirirlar.

Enzimler, hiicre i¢indeki biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyerek metabolizmay1

kontrol ederler:

1. Sindirimi saglarlar: Sindirim enzimleri, gidalarin sindirimi i¢in gereklidir. Bu

enzimler, proteinlerin, karbohidratlarin ve yaglarin pargalanmasina yardimer olurlar.

2. Savunma mekanizmalarinda rol alirlar: Enzimler, bagisiklik sistemi tarafindan

salgilanan proteinlerin bir pargasidir ve patojenleri yok etmeye yardimcidirlar.

3. Genetik materyalin islenmesinde onemlidirler: DNA replikasyonu, RNA sentezi ve
protein sentezi gibi genetik materyal isleme siirecleri, enzimlerin varligr olmadan

gerceklesemez.

4. Endistriyel uygulamalarda kullanilirlar: Tekstil, gida, ilag, tip, kagit, biyoyakit

uretimi vb. alanlarda kullanilirlar.

5. Tip alaninda Onemli bir rol oynarlar: Enzimler, hastaliklarin teshisinde ve

tedavisinde kullanilan biyobelirteclerdir.



2.1.1. Enzim Kinetigi

Enzim kinetigi, enzimler tarafindan katalizlenen biyokimyasal reaksiyonlarin
bilimidir. Kinetik analizin esas amaci, substratlarin {irline doniisiimiinde izlenen yolun

ve hizin nasil ve hangi hizla olustugunu anlamaktir.

Enzim kinetigi, deneysel parametrelerin reaksiyon hizlarin1 etkilemesi ile
ilgilenir. Parametreler arasinda enzimlerin konsantrasyonlari, substratlar, olusan triinler,

inhibitorler, aktivatorler, sicaklik, pH ve iyonik siddet bulunur (Segel, 2013).

Enzimatik reaksiyonlarin kinetikleri tizerine yapilan ilk ¢alismalar 1913 yilinda
Michaelis ve Menten adli arastirmacilar tarafindan yapilmis olup, giiniimiizde kendi
isimleri ile anilan kuramlar1 ortaya atmislardir. Bu arastirmacilarin olusturduklar
Michaelis-Menten kuralina gére enzim Once substrat ile birleserek ES kompleksini
olusturur. ikinci asamada enzim substratini iiriine doniistiiriir, serbest enzim ve iiriin
ortaya ¢ikar. Substrat konsantrasyonu ile reaksiyon hizinin nasil degistigini Michaelis-
Menten grafigi gostermektedir (Sekil 2.1.).

Km enzimin substrata olan ilgisini yansitir ve belli bir substrata 6zeldir. (Roskoski,
2015).

Reaksiyon hizi [V

Substrat Konsantrasyonu [S]

Sekil 2.1. Michaelis-Menten grafigi



Reaksiyon hizi (Vo), substrat konsantrasyonu [S]’ye karsi ¢izildiginde hiperbolik
egrinin yiiksek substrat konsantrasyonlarindaki yukari dogru egimi nedeniyle, Vmax1
belirlemek her zaman mimkiin olmayacagi i¢in Lineweaver-Burk grafigi tercih
edilmektedir. Sonug olarak, 1/ [S]'ye kars1 1/V grafigi olusturuldugunda lineer bir dogru
elde edilir (Sekil 2.2.).

1V,

Kn/VmaFEgim

‘lllv‘uax
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Sekil 2.2. Lineweaver-Burk grafigi

2.1.2. Enzimlerin simiflandirilmasi

Katalize edilen kimyasal reaksiyon, bir enzimi digerinden ayiran spesifik 6zelliktir

ve enzimler katalizledikleri reaksiyona goére ayrilirlar:

1. Oksidorediiktazlar: Hem anaerobik hem de aerobik metabolizmalarda yer alan,
redoks (oksidasyon-rediiksiyon) tepkimelerini katalizleyen genis bir enzim
grubudur. Bu enzimler melanin sentezi, lignin olusumu/bozulmasi ve protein
katlanmasi gibi farkli biyolojik rollere sahip olsalar da belirgin substrat spesifikligi,
biyopolimerler (proteinler ve karbohidratlar gibi) arasindaki capraz baglanma

reaksiyonlarini katalize etmelerini saglar (Ercili-Cura, 2015).



2. Transferazlar: Belirli islevsel gruplarin, bir molekiilden diger molekiillere transferini
katalize eden enzimlerdir. Bu gruplar, genellikle bir amino asit, karboksilik asit veya

fosfat gruplari olabilir.
3. Hidrolazlar: Bir bagin hidrolozini su molekiilii ile katalize eden enzimlerdir.

4. Liyazlar: Cesitli kimyasal baglar1 kirabilen ¢ogunlukla bunu yeni bir ¢ift bag veya

halka yapisi olusturarak gergeklestiren bir enzimlerdir.

5. Izomerazlar: Bu enzimler, bir molekiiliin yapisal izomerizasyonunu (izomer

olusturarak veya mevcut izomerler arasinda degisim yaparak) katalizler.

6. Ligazlar: Bu enzimler, iki molekiilii birlestirerek katalize eder. Cogunlukla ATP nin

ADP’ye dontligsmesi ile agiga ¢ikan yiiksek enerji kullanilir.

2.1.2.1. Oksidorediiktazlar

Oksidorediiktazlar, elektronlarin bir molekiilden, ayni zamanda elektron verici
olarak adlandirilan indirgeyiciden, elektron alicis1 olarak adlandirilan oksidana transferini
katalize eden enzimdir. 1856 yilinda Schoenbein, oksijenin bazi bitkilerde aerobik
oksidasyonu tetikleyen bir oksitleyici madde olarak islev gordiigiine dikkat c¢ekerek,

oksidazlarla ilgili ilk ¢alismalarin temellerini atmigtir. (Whitaker, 1995)

Oksidorediiktazlar, dehidrogenazlar veya oksidazlar olarak ikiye ayrilir. Oksidazlar
genellikle molekiiler oksijen, hidrojen veya elektron alicisi olarak islev gordiigiinde devreye
girer. Dehidrojenazlar ise, hidrojeni NAD/NADP veya bir flavin enzimi olan bir akseptore
aktararak bir substrati oksitleyerek caligir. Hidroksilazlar, oksijenazlar, rediiktazlar ve
peroksidazlar da oksidorediiktazlara aittir. Yaygin olarak kullanilan pestisitler, herbisitler
gibi tarim kimyasallarinin biyolojik olarak parcalanmasi i¢in peroksidaz enzimleri dnemli

kullanim alanina sahiptir (May, 1999).

Hidroksilazlar, substratlarina hidroksil gruplart verir. Oksijenazlar, oksijeni

molekiiler oksijenden organik substratlara dahil eder. Rediiktazlar oksidazlar gibi


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10449319/

davranabilir ve indirgemeleri katalize eder. Peroksidazlar peroksizomlara yerlestirilir ve

hidrojen peroksitin indirgenmesini katalize eder (West, 1980).

2.1.2.2. Polifenol oksidazlar (PFO)

1856 yilinda Schoenbein, yemeklik mantarda bulunan PFO'yu ilk kez tespit etmistir
(Whitaker, 1995). Baz1 hayvansal organlarda, mikroorganizmalarda, 6zellikle funguslarda
ve bazi bitkilerde bulunan polifenol oksidazlar aktif bolgesinde kofaktdr olarak bakir
bulunduran oksidorediiktaz grubuna ait metalloenzimdir. Enzimin bitki hiicrelerindeki
dagilimi, meyve ve sebzelerde olgunluga, bitkilerde tiir ve yas gibi faktorlere baglidir.
Polifenol oksidazlar, fenolik bilesikleri substrat olarak kullanarak, substratlarini oksijen

varhiginda kahve renkli tonlarda bilesiklere oksitlemektedirler (Harel vd., 1964).

Polifenol oksidazlar; Tirozinazlar (E.C. 1.14.18.1), lakkazlar (E.C. 1.10.3.2) ve katekol
oksidazlar (E.C. 1.10.3.1) olmak iizere ii¢ gruba ayrilir. Bu enzim gruplari, aktif hale gelmek
icin molekiiler oksijene gereksinim duyar ve faaliyetleri icin koenzim kullanmazlar

(Sheptovitsky ve Brudvig, 1996).

Tirozinazlar (E.C. 1.14.18.1), monohidroksi fenollerin Oz varliginda o-kinonlara;
lakkaz enzimi (E.C. 1.10.3.2), p-dihidroksi fenollerin O varliginda p-kinonlara, katekol
oksidaz enzimi (E.C. 1.10.3.1) ise o-difenol yapisinin o-kinonlara oksidasyonunu
katalizleyen enzimlerdir (Sanchez-Amat ve Solano 1997).

2.1.3. Enzim aktivitesi ve aktiviteyi etkileyen faktorler

Enzim aktivitesi, dakikada doniistiiriilen substratin veya olusan iiriiniin mikro molleri
olarak ifade edilen, enzim tarafindan katalize edilen reaksiyon hizini1 gdsteren birimler
cinsinden Olgiilir. Protein yapili olan enzimler, biyokimyasal tepkimeleri hizlandiran
yapisal bilesenlerdir ve faaliyetleri, pH, sicaklik, substrat doygunlugu, iyonik ortamin giicii,

inhibitorler ve aktivatorler gibi ¢esitli etmenlerden etkilenebilir. Bunlar:



pH: Enzimler, belirli bir pH araliginda optimum aktivite gosterir, bu pH araliginin digindaki
araliklarda enzim aktivitesi azalabilir veya tamamen durabilir. Enzimler, asidik ve bazik
amino asitler igeren protein yapisindadir. Bu asidik ve bazik amino asitler enzimlerin
katalitik aktivitelerini saglayan aktif bolgededir. Farkli pH degerlerinde bu amino asitler
protonlar1 kabul edebilir veya salabilir. pH, enzimlerin ii¢ boyutlu yapisini sekillendirir, aktif
bolgelerinin korunmasini ve sekillendirilmesini saglar. Her enzim, etkinligini gdsterdigi
belirli bir pH araligina sahiptir. pH, enzimin aktif bélgesini, yiik dagilimin1 degistiren enzim-
substrat etkilesimini etkiler. Baz1 enzimler asidik pH’ta optimum aktivite gosterirken,
bazilar1 bazik pH’ta optimum aktivite gosterir. Ornegin, mide enzimi olan pepsin asidik

pH’ta (pH 2-3), pankreas enzimi olan tripsin bazik pH’ta (pH 8-9) optimum aktivite gosterir.

Sicaklik: Enzimatik tepkimenin hizi, sicakligin artmasiyla birlikte enerji engelini asarak
tirtin molekiillerinin olusum hizin1 artirir. Fakat belli bir sicaklikta, enzimlerin yapis1 bozulur
ve denatiire olurlar, bu da etkinliklerini kaybederek tepkime hizinin azalmasina yol agar.
Optimum sicaklik, her enzim i¢in degiskenlik gosterir ve insan viicudundaki bir¢ok enzim
icin bu optimum deger genellikle 37°C civarinda, viicut sicakligina yakindir. (Nelson ve
Cox, 2005).

Substrat Konsantrasyonu: Substrat konsantrasyonu, enzim aktivitesini onemli Olgiide
etkileyebilen faktorlerden biridir. Genel olarak, enzim aktivitesi, maksimum noktaya ulasana
kadar belirli bir modeli izleyerek artan substrat konsantrasyonu ile artar. Diisiik substrat
konsantrasyonlarinda, enzim molekiilleri, substrat molekiilleri tarafindan tamamen isgal
edilmez. Enzim-substrat kompleksi olusum hizi, substratin mevcudiyeti ile sinirhidir.
Substrat konsantrasyonu arttik¢a, enzimatik reaksiyon hizinda bir artisa yol agan daha fazla

enzim-substrat kompleksi olusur.

Substrat konsantrasyonu artmaya devam ettik¢e, enzim molekiilleri substrat ile doygun
hale gelir, bu da mevcut tim enzim aktif bdlgelerinin dolu oldugu anlamina gelir. Bu
noktada, enzimin maksimum hizina (Vmax) ulastigi sdylenir. Substrat konsantrasyonunun bu
noktadan daha fazla arttirilmasi, enzim maksimum kapasitesinde calistig1 icin reaksiyon

hizin1 6nemli 6lgiide artirmaz.
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Inhibitérler ve aktivatorler: Biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden proteinler olan
enzimlerin aktivitesini etkileyebilen maddelerdir. Enzim inhibitorleri, bir enzimin
aktivitesini azaltan veya tamamen engelleyen molekiillerdir. Enzim aktivatorleri, bir
enzimin katalitik aktivitesini artiran molekiillerdir. inhibitdrlerin ve aktivatorlerin enzim

aktivitesi iizerindeki spesifik etkisi, bunlarin etki mekanizmasina ve ilgili enzime baglidir.

2.1.4. Enzim inhibisyonu

Enzim inhibitorleri, enzimin substrata olan afinitesini diisiirerek, kataliz i¢in mevcut
olan enzimin aktivitesini azaltan ya da tamamen durduran maddelerdir. inhibitér etkisiyle
enzimatik tepkimelerin hizinin azalmasi veya enzimlerin kataliz gorevini yerine

getirmelerini tamamen engellenmesi durumuna “inhibisyon” denir.

Enzim inhibisyonu, geri doniistiiriilebilir veya geri doniistiiriilemez olmak iizere iki
tiirlii gerceklesebilir. Geri doniisiimsiiz inhibisyon tiiriinde, inhibitér molekiilii enzimin aktif
bolgesine (kovalent) baglanarak reaksiyonun katalizini engeller. Sonug olarak, enzim kalici
olarak inaktif hale gelir. Geri dontisiimlii inhibitorler, enzime kovalent olmayan baglarla
baglanir. Enzim-inhibitor kompleksinin olusumu, geri doniisebilen inhibitériin ayrigmasi ve
enzim aktivitesinin tekrar kazanilmasi olarak ii¢ asamali bir siire¢ izler. DoOnilisiimli
inhibisyon tiirleri; yarismasiz (nonkompetitif), yarigsmali (kompetitif), ve yari yarigsmali
(unkompetitif) inhibisyonlar olmak iizere incelenir (Roberts ve Gibb, 2013).

Yarismal inhibisyon:

Yarigmali inhibitorler, substrata benzer bir yapiya sahiptir ve enzimin aktif
bolgesiyle substrat arasinda bir yarigma yaratarak bu bdlgeye baglanir. Enzimin inhibitor ile
baglanmasi reversibldir, substrat konsantrasyonu arttirilarak inhibitor baglanma bolgesinden
uzaklastirilabilir. Kompetitif enzim inhibisyonunda enzimin substratina olan ilgisi inhibitor
madde etkisiyle azalir; Km degeri artar, Vmax degerinde degisim olmaz (Sekil 2.3.) (Ferrier,
2014).
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Kompetitif
1V inhibisyon

1/18]

Sekil 2.3. Yarismali inhibisyon grafigi

Yarismasiz inhibisyon:

Yarigmasiz inhibitorler yapisal olarak substrata benzemez ve enzimin aktif bolgesi
disindaki bolgelere geri doniisiimlii olarak baglanir. Bu inhibitdrler, serbest enzimlere veya
ES kompleksine baglanarak reaksiyonun ger¢eklesmesini engelleyebilir. (Lehninger, 2005).
Katalitik bolge inhibitoriin varligindan etkilendigi i¢in reaksiyon hizi azalir. Boylece Vmax
azalir, ancak yarigmasiz inhibitorler substratin baglanma bolgesini etkilemedigi i¢in enzimin

substrata olan afinitesini etkilemez dolayisiyla Km degismeden kalir (Sekil 2.4.).

1V inhibitor yok

Inhibitér var

TV e
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Sekil 2.4. Yarismasiz inhibisyon grafigi
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Yar1 yarismal inhibisyon:

Unkompetitif inhibisyon, inhibit6riin enzimin aktif bolgesi disindaki bir bélgeden ve
yalnizca enzim-substrat kompleksine baglanarak gerceklesir. Inhibitor, enzim yerine enzim-
substrat (ES) kompleksine baglanabilir. Bu baglanma sonucunda ES kompleksi ortamdan
uzaklasir, bu da enzimin substrata olan ilgisinin azalmasina ve Km degerinin artmasina yol
acar. Ortamda stirekli olarak ESI kompleksi bulunacagindan Vmax degeri azalir (Sekil 2.5.)
(Waldrop, 2020).

W W inhibitor var inhibitér yok

30
25

20 ~
d

15 /

% 1/[8]

Sekil 2.5. Yar1 yarigmali inhibisyon grafigi

2.2. Mantarlar

Giiniimiizde pek c¢ok mantar tiirii besleyici degerinin yaninda enzim kaynagi
yoniinden de degerlendirilmekte ayrica bir kismi fonksiyonel gida olarak da kabul
edilmektedir. Besin kaynagi olarak tiiketilmesinin yaninda birgok farkli kullanim alani
bulunan organizmalardir. Ekosistemlerin dongiilerinde 6nemli rol oynayan mantarlar
ozellikle ¢iirliyen organik maddeleri pargalayarak bolme islevlerini goriirler. Bu sayede, geri
dontisim  siireglerine katkida bulunurlar. Ekolojik &neminin yaninda antibakteriyel,
antiviral, antifungal ve antikanser gibi biyoaktif 6zellikler gostermesi sebebiyle tip ve

farmakoloji alaninda da biiyiik ilgi uyandiran kaynaklardir (Venturella vd., 2021).
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Mantarlar ¢ok cesitli sekillerde, boyutlarda ve renklerde olabilir. Mantarlarin 5 ana
yapisi vardir (Sekil 2.6.).

b

Sekil 2.6. Olgunlagmis bir istiridye mantarinin yapisi

Kap; Mantar baslig1, mantarn en goriiniir kismidir. Genellikle sapkaya benzer kavisli
bir sekle sahiptir ve mantarin sapinin iistiine oturur. Kapak bir semsiyedir ve altindaki spor

iireten ytiizeyi korur.

Kapak Alt Tarafi; Mantar solungaglari, mantarin iireme siirecinde spor iiretmesine ve

onlar1 havaya dagitmasina yardimci olmaktan sorumludur.

Yaka; Tiim mantar saplarinda halka yoktur. Halka, sapin tabaninin etrafinda bulunur ve
bir etek gibi disar1 dogru agilir. Mantar basglhig1 genisleyip biiytidiik¢e koruyucu ortii formunu

asar ve Ortii kirilarak mantar sapinin etrafinda bir halka olusturmak tizere ayrilir.

Kok; Miselyum, ¢ok sayida mantar meyve govdesini bir agda birbirine baglayarak
topragin ylizeyinin altinda biiyiir. Miselyum, aga¢ kabugu ve bitki kokleri gibi substratlardan

besinleri tagiyarak ve emerek mantarin beslenmesine yardimer olur (Dorr, 2022).
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2.2.1. istiridye mantar1 ve 6zellikleri

P. ostreatus, Polyporaceae familyasina ait olan ve yetistirilen Pleurotus cinsine
mensup bir mantar tiiriidiir. Diinya genelinde, Agaricus bisporus'tan sonra en yaygin sekilde

yetistirilen ikinci yenilebilir mantar olarak bilinir. (Sanchez, 2010).

Pleurotus mantar1 istiridye sekline benzedigi i¢in diinyada ¢ogunlukla “oyster
mushroom” olarak adlandirilmakta ve halk arasinda istiridye, kaym, kavak, yaprak gibi
isimlerle bilinmektedir. Uretimi ilk olarak 1917 yilinda Almanya’da Flanck tarafindan kavak

kiitiikleri lizerinde yetistirilmeye baslanmasiyla yapilmistir (Kibar, 2019).

Istiridye mantarini yetistiriciligi ve tiiketimi, 6nemli bir potansiyele sahiptir.
Pleurotus tiirleri, A. bisporus'a kiyasla daha kolay yetistirilebilir, diisiik maliyetlerle ve
diisiik teknoloji gerektiren yontemlerle {iretilebilir. Ayrica, iklimsel gereksinimleri daha az
secicidir, ¢cevreye daha uyumlu, hastaliklara ve zararlilara kars1 daha dayaniklidir. Yiiksek
verim potansiyeline ve kisa yetisme siirelerine sahip olmalari da bu tiirleri tercih edilir
kilmaktadir. Pleurotus tiirleri, ¢iiriik¢iil mantarlar olarak bilinir ve talas, bugday, misir
kogan1 ve sap1, pamuk arti81, atik kagit, cay ve kahve posalari, findik kabuklarr gibi tarimsal
ve endiistriyel atiklarin yani sira ikinci bir kullanim potansiyeli olmayan pek ¢ok atik

tizerinde basaril1 bir sekilde yetistirilebilmektedirler (Sekil 2.7.) (Kibar, 2019).

P. ostreatus biyoteknolojik ve gevresel uygulamalarinin yani sira besin degeri ve
terapotik degeri oldukga yiiksek olan bir mantar grubudur. Son yillarda P. ostreatus ile ilgili
patent, arastirma ve ¢alismalar katlanarak artmaktadir. Kiltlir teknikleri, kimyasal
kompozisyonu ve besinsel degerinin profili, biyoteknolojide kullanilabilirligi ile enzim
tiretimindeki yetenekleri, sahip oldugu bilesikleri tanima ve izolasyon caligmalari, tibbi
potansiyeline bagl olarak derinlesen ¢alismalar her gecen giin P. ostreatus ’un onemini

artirmaktadir (Carvalho vd., 2010; Atri vd., 2013; Inacio vd., 2015).
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Sekil 2.7. Kompostta yetistirilen P. ostreatus (istiridye mantarr)

2.3. Tirozinaz Enzimi

Tirozinaz, aktif bolgesinde alti tane nitrojen atomu igeren histidin aminoasidi
bulunduran, molekiiler oksijen ile etkilesim halinde olan bir metalloenzimdir. Tirozinaz
enziminin aktif bolgesinde iki bakir (kofaktor) atomu (Sekil 2.8.) bulunmaktadir (Polatoglu,
2016). Tirozinaz, degisen sayida alt birimlerle oligomerik bir yapi olusturur ve bu alt
birimlerin sayisi, kaynaklarina bagl olarak degismektedir. Baz1 ¢alismalar, tirozinazin, her
biri dort 6zdes alt birimden olusan ve her biri bir bakir atomu igeren bir yapiya sahip
oldugunu o6ne siirmektedir. Bu hipotez, Jolley vd. tarafindan yapilan deneylerle

desteklenmistir. Streptomyces nigrifaciens'ten saflastirilan tirozinaz molekiilleri, her biri bir
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bakir atomu igeren 18 kDa'lik bir kiitleye sahipken, Streptomyces glaucescens'ten elde edilen

tirozinazin molekiil kiitlesi ise 29 kDa olarak rapor edilmistir (Cortenlioglu, 2006).

Tirozinaz (E.C. 1.14.18.1), farkli isimlerle de anilan bir polifenol oksidazdir:
monofenol oksidaz, fenolaz veya katekolaz olarak anilir. Tirozinaz adi, enzimin 6zellikle
monohidroksifenilalanin  ve dihidroksifinilalanine kars1 belirgin  bir  spesifiklik

gostermesinden gelmektedir (Whitaker, 1994).

(His)

Sekil 2.8. Tirozinaz enziminin aktif bolgesi (Polatoglu, 2016)

Afinite kromatografi ile saflastirilan ilk enzim olan tirozinaz, oksijeni organik bir
molekiil olan fenoliin yapisina dogrudan ekleyebilme 6zelligine sahip enzimler arasinda da
ilk tanimlanan enzimdir. Duckworth vd. tarafindan 1970 yilinda mantardan saflagtirilan
tirozinaz enziminin amino asit analizi yapilmis ve 0zellikle aspartik asit ve glutamik asit
acisindan zengin oldugu tespit edilmistir (Duckworth, 1970). Tirozinazlar, dogada
funguslarda, bakterilerde, bitkilerde ve hayvan organlarinda bulunur. Bir bitki veya dokuda
belli bir protein homojen sekilde dagilmis olmaz, proteinin konsantrasyonu farkli dokularda
daha az veya daha ¢ok olabilir. Ornegin; yesil yapraklarda, enzimin biiyiik kismi
kloroplastlarda bulunurken, patates yumrusunun hiicresel fraksiyonlarinda protein
miktartyla orantili bir degerde tirozinaz enzimi saptanmistir. Taze elma 6rneginde ise bu

enzim, kloroplast ve mitokondrilerde yogunlagsmistir (Whitaker, 1995).
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2.3.1. Tirozinaz enzimi tabiattaki dagilimi

Tirozinaz, memeliler, kuslar, siiriingenler, amfibiler, baliklar, bocekler, baz1 bakteri
ve mantarlar dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli organizmalarda bulunur. Memelilerin derisinde,
kil koklerinde ve gozlerinde, ¢esitli tiirlerde kiirk, deri ve géz renginin belirlenmesinden
sorumlu olan enzimdir. Kuslarda gozlenen renk cesitliligine katkida bulunan koyu siyah,
kahverengi veya gri gorlinlim veren eumelanin ve agik sari ile kirmizi goriiniim veren sistein
veya glutatyonun konjugasyonuyla olusan feomelanin iiretiminde yer alir (Galvan ve

Solano, 2016; Pillaiyar vd., 2017).

Bitkilerde tirozinaz, bitki bitytimesi, konaklama direnci, savunma mekanizmasi gibi
onemli islevleri olan ligninin sentezinde yer alir. Tirozinaz aktivitesi, UV radyasyonu ve agir
metal maruziyeti gibi ¢esitli ¢evresel stresler tarafindan indiiklenebilir. Artan tirozinaz
aktivitesi, antioksidan gorevi goren ve bitkileri bu cevresel faktorlerin neden oldugu
oksidatif stresten koruyan flavonoidlerin ve diger fenolik bilesiklerin sentezi ile iliskilidir.

Bitkilerde enzimatik esmerlesmeye neden olan yine bu enzimdir (Liu, 2018).

Sadece bitkilerdeki enzimatik esmerlesmeden degil ayni zamanda memelilerdeki
melanogenezden de sorumludur (Sekil 2.9.). Melanogenez siireci, ciltte farkli tonlar
saglayan ve giinesten gelen zararli ultraviyole (UV) 1sinlarina karsi korunmaya yardimct
olan indolik yapidaki bir heteropolimer olan melanin olusumudur. Tirozinazin etkisiyle
ortaya ¢ikan asir1 melanin tiretimi ise yaslilik lekeleri, ¢iller, melazma ve malign melanom

gibi cilt bozukluklarina yol agar (Casanola-Martin vd., 2014).
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Sekil 2.9. Melanin sentezi basamaklari

2.3.2. Tirozinaz enziminin biyoteknolojik ve endiistriyel uygulamalari

Enzim teknolojisi siirekli bir gelisim igindedir. Ozellikle son yillarda yapilan
caligmalarda bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlerin izolasyon ve saflagtirilmasi
tizerinde durulmaktadir. Tirozinaz enzimi bifonksiyonelligi ve genis substrat spektrumu
nedeniyle gida, saglik, kozmetik, tekstil, tarim gibi pek ¢ok uygulama alanina sahip bir
enzimdir. Ozellikle pek cok meyve ve sebzede bulunmasi sebebiyle gida sektoriinde dnemli

bir alana sahiptir.

Fenolik bilesiklerin oksidasyonunu katalize ederek meyve, sebze ve islenmis gida
tiriinlerinde renk degisimlerinden sorumlu pigmentlerin olusumuna yol agar. Gida
endiistrisinde olumsuz goriintli ve tat degisiklikleri, meyve suyu, sarap gibi iceceklerde

bulaniklik ve ¢okelme olusturarak zarara sebep olmaktadir. Gida sektoriinde bu gibi
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istenmeyen durumlarin ortadan kaldirilmasi i¢in tirozinaz inhibitorleri kullanilmaktadir. Bu
durumun yani sira kurutulmus meyveler, kahve, ¢ay, kakao gibi gida maddelerinin renklerini

ve lezzetlerini arttirmak igin tirozinaz enziminin aktivitesi 6nemlidir (Ozel, 2008).

Melanin olusumunda rol aldig1 i¢in, tibbi ve kozmetik alanlarda, tirozinaz enzimi
onemli bir ilgi odagi haline gelmistir. Kozmetik sanayiinde gilinesin zararli 1sinlarindan
korunmak amaciyla iiretilirken, tirozinaz inhibitorleri melazma ve yaslhilik lekeleri gibi cilt
hiperpigmentasyon bozukluklarini 6nlemek ve tedavi etmek i¢in kozmetik endiistrisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu bilesikler, tirozinazin aktivitesini inhibe ederek melanin

tiretimini azaltir ve ciltte aydinlatma etkisine yol acar (Yapar, 2017).

Tirozinazin atik sudan fenolik kirleticilerin uzaklastirilmas: gibi ¢evresel
uygulamalardaki potansiyeli, fenolik bilesiklerin oksidasyonunu katalize ederek onlar1 daha

az toksik ve daha kolay parcgalanabilir formlara doniistiirebildigi arastirilmstir.

L-Dopa, dopaminin Onciisiidiir, bir dizi enzimatik reaksiyon yoluyla dopamine
dontstiirtlir. Beyinde dopamin eksikligi ile karakterize norodejeneratif bir hastalik olan
Parkinson hastaliginin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir ilagtir. L-Dopa’nin kimyasal
sentezi gesitli toksik ara iriinler, sinirli ekonomik faydanin yani sira inaktif rasemik D-L-
karisimiyla sonuglanan ¢ok adimli prosediirler ve zorlu reaksiyon kosullari gerektirir. Bunun
yaninda biyotransformasyon ile L-tirozinden L-Dopa’ya doniisiim tirozinaz aktivitesi ile
gerceklesmektedir. Tirozinaz aktivitesi ile L-Dopa iiretimi kimyasal senteze kiyasla,

avantajlar1 sebebiyle tercih edilmektedir (Patil, 2013).

2.3.3. Tirozinaz enziminin katalizledigi reaksiyonlar ve substratlari

Tirozinaz, melanogenezin hiz siirlayici reaksiyonunu katalize eden oksidorediiktaz
grubuna ait bir enzimdir. Melanogenez, tirozin amino asitinin tirozinaz enzimi tarafindan
oksitlenmesiyle baslar. Bu oksidasyon reaksiyonu, tirozinazin katalizledigi tirozin
molekiiliiniin 3,4-dihidroksifenilalanin bilesigine doniisiimiinii igerir. Bu ilk adim, melanin
sentezindeki hiz sinirlayict adimdir, ¢linkii reaksiyon dizisinin geri kalani fizyolojik bir pH

degerinde kendiliginden ilerleyebilir (Chang, 2009).
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Bakir igeren tirozinaz enzimi molekiiler oksijen varliginda, katekolaz ve krezolaz
olmak iizere iki aktivite gostermektedir. Birincisi, monofenolaz veya kresolaz aktivitesi
olarak bilinen, monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonudur (Sekil 2.10.). Digeri ise
difenolaz veya katekolaz aktivitesi olarak bilinen difenollerin o-kinonlara yiikseltgenmesidir
(Sekil 2.11.).

OH OH
OH
Monofenolaz
(Tirozinaz)
CH; CH,
Tirozin 3,4-dihidroksifenilalanin
(L-DOPA)
Sekil 2.10. Tirozinazin Monofenolaz aktivitesi
OH OH
OH o
Difenolaz
(Katekolaz)
H,N——C— H
2 g——co° HoN——C——COOH
3.,4-dihidroksifenilalanin D H ki

Sekil 2.11. Tirozinazin Difenolaz aktivitesi



21

Tirozinazin substrati tirozin, enzim tarafindan DOPA'ya (3,4-dihidroksifenilalanin)
dontistiiriilen amino asittir. Tirozini dopa'ya doniistiirdiikten sonra, tirozinaz enzimatik

aktivitesini siirdiiriir ve ayrica L-Dopa'nin dopakinona doniistimiinii katalize eder.

Cizelge 2.1. Tirozinazin substratlar1 (Abdulazeez, 2022)

Substrat Aktivite A (nm)
Fenol Monofenolik 410
p-Krezol Monofenolik 400
L-tirozin Monofenolik 475
Katekol Difenolik 500
4-metilkatekol Difenolik 410
4-tersiyerbiitilkatekol Difenolik 410
L-Dopa Difenolik 475
Gallik Asit Trifenolik 380
Pirogallol Trifenolik 334
(e} o]
HO
OH OH
NH, NH,
HO HO
L-Tirozin L-Dopa
OH OH
OH OH
Katekol 4-metil-katekol

Sekil 2.12. Caligmada kullanilan substratlarin yapilari
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2.3.4. Tirozinaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi

Tirozinaz aktivitelerinin in vitro analizi ¢ok sayida ¢alismanin konusu olmustur. Bu
amagla kronometrik, manometrik, radyometrik, oksimetrik, elektrokimyasal ve
spektrofotometrik tekniklere dayali farkli yontemler kullanilmistir. Bu  yOntemlerde
spektrofotometrik teknik; uygun, hassas, ucuz ve reaksiyonun siirekli olarak ¢alisilmasina
izin vermesi sebebiyle, diger yontemler ile kiyaslandiginda daha fazla kullanilan

tekniklerden biri olmustur.

Spektrofotometrik analizlerde genellikle substratlarin oksidasyonu gozlenir veya bir
triiniin olusma hiz1 izlenerek enzim aktivitesi belirlenir (Sekil 2.13.). Yaygin olarak
kullanilan substratlar L-tirozin, L-Dopa ve katekol bu tiiriin iyi ornekleridir (Sekil 2.12.)
(Haghbeen ve Tan, 2003).

OH 0

0,
Tirozinaz
OH 0

L + H20

Katekol o-kinon

Sekil 2.13. Katekol substratinin tirozinaz aktivitesi ile o-kinona doniisiimii

2.3.5. Tirozinaz enziminin inhibisyonu

Tirozinaz aktivitesinin inhibisyonu hiperpigmentasyon bozukluklarinin tedavisi, cilt
rengini acan ajanlarin gelistirilmesi, gida endiistrisinde tirozinaz enziminin neden oldugu
enzimatik esmerlesmenin Onlenmesi ve melanogenezdeki biiyilkk ©6nemi nedeniyle,
potansiyel inhibitor bilesikler {izerine ¢alismalar devam etmektedir. Hem dogal hem de
sentetik kaynaklardan bir dizi tirozinaz inhibitorii tanimlanmistir (Sekil 2.14.) (Mayer,
2006).

Yaygin olarak kullanilan inhibitérlerden bazilar1 sunlardir:
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Hidrokinonlar, kozmetik hiperpigmentasyon tedavisinde, cilt aydinlatma iiriinlerinde
klinik olarak kullanilan hidrokinon, iyi bilinen bir tirozinaz inhibitoridiir. Ciltte melanin
iretimini azaltarak calistig1 i¢in kalict melanosit kaybina ve lipitlerin oksidatif hasara yol
acan reaktif oksijen tiirleri tireterek ciddi sorunlara neden oldugu tespit edilmistir. Kojik asit,
enzimin aktivitesi i¢in gerekli olan bakir iyonlarimi selatlayarak tirozinazi inhibe eder.
Kozmetikte bir cilt beyazlatma maddesi ve enzimatik esmerlesmeyi 6nlemek i¢in bir gida

katk1 maddesi olarak kullanilan tirozinaz inhibitoriidiir (Deri vd., 2016).

Flavonoidler, tirozinaz inhibitorleri olarak islev goren dogal fenolik bilesikler
arasindaki temsili siniftir. Polifenolik bilesikler arasinda, cogunlukla bitkilerde, meyvelerde
ve sentetik kaynaklarda bulunan bazi flavonoid tiirevlerinin, gii¢lii tirozinaz inhibitérleri

oldugu tespit edilmistir (Ergiin, 2016; Istanbulluoglu vd., 2019).

Mantar tirozinaz inhibitorlerinin bir baska ana sinifi, hidroksistilbenlerdir. En aktif
bilesikler arasinda oksiresveratrol ve 6zellikle di-hidroksi resveratrol ile ana resveratroliin
cesitli tlirevleri potansiyel pigment giderici ajanlar olarak tanimlanmustir. (Panzella ve
Napolitano, 2019) Askorbik asit, iizerinde en ¢ok c¢alisilan tirozinaz inhibitoriidiir.
Dopakinonun melanine doniisiimiinii 6nleyen bir indirgeyici ajan gorevi goriir. Retinoidler,
genellikle cilt aydinlatma ve yaglanma karsit1 amagclar i¢in diger tirozinaz inhibitorleri ile
kombinasyon halinde kullanilirlar. Arbutin, tiziim ve dut gibi bazi bitkilerde bulunan dogal
olarak olusan bir bilesiktir. Melanin sentezinde 6énemli bir adim olan L-tirozinin L-Dopa'ya

doniisimiinii engelleyerek tirozinaz inhibitorii olarak gorev goriir (Senol vd., 2014).

O; > o OH
o]
o on HO :
OH o oy
5L o
OH
OH on oH
Deoksi arbutin a-arbutin [-arbutin
HO
OH HO HO OH
Ji/\ Ij\/
(o] [ ]
fo) v OH \0 /O
OH
Askorbik asit Vanillin Rezorsinol

Sekil 2.14. Tirozinaz inhibitorleri (Zolghadri vd., 2019)
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2.4. Pestisitler

Pestisitler, tarim {riinlerinin, hayvansal gidalarin tiretimi, hasati, depolanmasi ve
taginmasi sirasinda zararli veya istenmeyen bocekler, kemirgenler, yabani otlar, mantarlar
ve diger organizmalar1 kontrol etmek veya ortadan kaldirmak amaciyla kullanilan kimyasal
veya biyolojik bilesenlerdir. Tarimda, halk saghiginda ve ¢esitli endiistrilerde mahsulleri
korumak, hastaliklarin yayilmasini 6nlemek ve hasere popiilasyonlarini yonetmek icin
yaygin olarak kullanilirlar (Michael ve Alavanja, 2009). Pestisitler, goriiniimlerinden
fiziksel yapilarina, etki alanlarindan zararli organizmalarin biyolojik dongiilerine, icerdikleri
etken maddelerden toksisitelerine ve uygulama metotlarina kadar bir dizi faktore gore ¢esitli
siiflandirmalara tabi tutulurlar. Hedef alinan organizmaya gore;

Cizelge 2.2. Pestisitlerin hedef organizmaya gore siniflandirilmas: (Kurutag ve Kiling,
2003)

Insektisit: Bocek ve haserat1 yok etmek veya kontrol altinda tutmak i¢in kullanilan
ilaclardir.

Herbisit: Istenmeyen bitki tiirlerini yok etmek veya kontrol altinda tutmak igin
kullanilan ilaglardir.

Mollususit: Yumusakcalar1 kontrol etmek veya Oldiirmek i¢in kullanilan
ilaglardir.

Fungusit: Mantarlarin biiylimesini engelleyen veya onlar 6ldiiren ilaglardir.

Rodentisit: Kemirgenlerin (6rnegin, farelerin ve sicanlarin) kontrolii ig¢in
kullanilan ilaglardir.

Akarisit: Akarlara akarlar1 kontrol etmek veya 6ldiirmek i¢in kullanilan ilaglardir.

Nematosit: Nematod kontrolii i¢in kullanilan ilaglardir.

Pestisitler, hagere popiilasyonlarin1 yonetmede ve ekinleri korumada etkili olmasina
ragmen, ¢evre Ve insan saglig lizerindeki potansiyel olumsuz etkileri konusunda endiseleri
de artirmaktadir. Pestisit kalintilar1 gida ve su kaynaklarinda birikerek potansiyel saglik

risklerine yol agmaktadir. Ek olarak bocek ilaglari; faydali bocekler, kuslar ve diger yaban
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hayat1 dahil olmak iizere hedef olmayan organizmalar {izerinde istenmeyen etkilere sahip

olmaktadir (Akdogan vd., 2012).

2.4.1. Pestisitlerin kimyasal yapilaria gore siniflandirilmasi

Zirai kimyasallar eylem hedeflerine, etki sekline, kimyasal yapilarina ve toksisitelerine
gore siniflandirilabilir. Kimyasal yapilarina gore pestisitler organoklorlar, organofosfatlar,

piretroidler ve karbamatlar olarak dort ana sinifa ayrilirlar (Castagna, 2019).

Organoklorlu pestisitler (OCP), molekiillerinde klor atomlari bulunan, siklik bir
yapiya sahip, diisiik molekiiler agirlikli organik bilesiklerdir. Cok cesitli zararlilara ve
hastalik vektorlerine karsi etkinlikleri nedeniyle ge¢cmiste tarimsal, endiistriyel ve halk
saglig1 amaglari igin yaygin olarak kullanilmistir. Apolar yapilarindan dolay1 uygulandiklar
bolgede uzun siire pargalanmadan kalmalar1 dolayisiyla g¢evredeki kaliciliklari, besin
zincirindeki biyolojik birikimleri, insan saghgi ve vahsi yasam {izerindeki potansiyel
olumsuz etkileri hakkindaki endiseler nedeniyle kullanimlari énemli 6l¢lide azalmistir.
Etkinligiyle bilinen organoklorlu pestisitler arasinda DDT (Diklorodifeniltrikloroetan),
aldrin, dieldrin, chlordane, metasiklor, endosiilfan, hekzaklorosikloheksan yer alir (Bhat,
2022).

Karbamatlar, karbamik asitten (NH2COOH) tiiretilerek elde edilen organik
bilesiklerdir. Suda ¢6ziintirliikleri genel olarak yiiksek ve diisiik buhar basincina sahiptirler.
Organoklorlu ve organofosfatli pestisit siiflarina kiyasla nispeten daha diisiik ¢evresel
kaliciliklar1 nedeniyle tarimda ve hasere kontroliinde yaygin olarak kullanilmaktadir. En ¢ok
bilinen karbamatli pestisitlerden bazilari; karbaril, karbofuran, aldicarb, pirimicarb’tir
(Silberman ve Taylor, 2023).

Piretroidler, Piretrum bitkisinin (Chrysanthemum cinerariaefolium) cigeklerinde
bulunan, piretrinlerin dogal tiirevli bilesiklerin sentetik analoglaridir. Piretroidler, boceklerin
sinir sistemini hedef alarak felce ve 6lime neden olur. Genis bir bocek yelpazesine karsi
etkinlikleri ve canlilar i¢in nispeten diisiik toksisiteleri nedeniyle tarimda, ev tipi bocek

ilaglarinda ve tarimsal uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica evcil hayvan
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sampuanlari, insan bas biti tedavileri, evcil hayvan spreyleri, topikal sivrisinek kovucular,
evler ve ciftlikler i¢in bdcek ilact spreyleri gibi bircok ticari iiriinde aktif madde olarak

kullanilmaktadirlar (Hassan ve Nemr, 2020).

Organofosfatlar, fosforik asit ve alkol arasindaki esterlesme reaksiyonu ile iiretilen
kimyasal maddelerdir. Herbisitlerin, pestisitlerin, insektisitlerin, sinir gazinin ana
bilesenidir. Ayrica plastik ve solvent liretiminde de yaygi olarak kullanilmaktadir
(Adeyinka vd., 2023).

Organofosfatli pestisitler bircogu oldukga toksik olan bocek ilaci olmak iizere tarim ve
ev zararlilarmi kontrol etmek igin yaygin olarak kullanilmaktadir. En ¢ok bilinen
organofosfat pestisitleri arasinda fenitrotion, paration, Klorpirifos, malathion, diazinon,

glifosat ve fosfamidon bulunur (Asem vd., 2023).

2.4.2. Pestisitlerin ¢evre ve insan saghg iizerindeki etkileri

Pestisitler tarimsal verimi artirmasi sebebiyle kontrolsiiz bir sekilde kullanilmaktadir.
Kullanimlart tarimla sirli degildir, aym1 zamanda evcil zararlilari, hastalikli bocek
vektorlerini kontrol etmek i¢in de kullanilirlar. Giiniimiizde diinya niifusunun artmasiyla
beslenme ihtiyaci da artmaktadir. Ancak bitkisel {irlinlerin iiretiminde hastaliklar, zararlilar
ve yabani otlar gibi faktorler iiriin kayiplarina yol agmaktadir. Bu durum {ireticileri, tarimsal
verimi artirmak ve gida maddelerinin dayanikliligini arttirmak icin c¢esitli yontemlere
yoneltmektedir. Kimyasal miicadele yontemleri arasinda, tarimsal alandaki ({irlin
verimliligini artirmaya yonelik olarak kullanilan pestisitlerin uygulandig: tarimsal miicadele

de bulunmaktadir (Akdogan, 2012).

Bilingsiz ve yogun pestisit kullanimi, gidalarda ve bunun yan1 sira toprak, su ve havada
pestisitlerin kendisi ya da parg¢alanma iriinlerinin kalmasina sebep olabilmektedir. Bu
durum, istenmeyen tiirler lizerinde de etkiler gdstererek biyolojik ¢esitlilige zarar verirken,

insanlar tizerinde de olumsuz etkilere yol agabilmektedir.
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Tarim sektoriindeki en Onemli sorunlardan biri gida iriinlerinin pestisit ve
herbisitlerden korunmasidir. Diinyada kullanilan pestisitlerin %38°1 etkili bocek oldiiriicii

aktiviteleri nedeniyle organofosfatli olanlardir (Bao vd., 2015).

2.4.3. Cahismada kullanilan pestisitler

Calismada organofosfat pestisit grubuna ait, yaygin bir sekilde kullanilan iki farkl

pestisit ile ¢alisilmustir.

2.4.3.1. Glifosat

Diinyada ¢ok yaygin bir sekilde kullanilan glifosat (IUPAC: N-(fosfonometil) glisin),
secici olmayan yabani ot kontrolii i¢in ¢esitli ticari herbisitlerin aktif bilesenidir (Sekil 2.15.).
Yiiksek etkinligi, diisiik maliyeti ve yan etkilerin minimal oldugu varsayimiyla son 40 yilda
yaygin olarak kullanilmistir. Sudaki zayif ¢oziintirliigiinii artirmak i¢in, bazi ticari tirinlerde

izopropil amin tuzu veya amonyum tuzu gibi tuzlar olarak sentezlenir (Bruggen vd., 2017).

Bir organofosfat bilesigi olan glifosat, sikimat-3-fosfat (S3P) ve fosfoenolpiruvat
reaksiyonunu katalize ederek bir anahtar enzim olan 5-enolpiruvilsikimat-3-fosfat sentazi
(EPSP) inhibe ederek etki gosterir. EPSP ii¢ aromatik amino asidin tirozin, triptofan ve
fenilalanin sentezinde yer alan enzimdir. Bu enzimler biiyliyen bitkide yer aldigi igin,
glifosat yapraklardan ve minimum diizeyde koklerden emilir, yani yalnizca aktif olarak

biiyiiyen bitkiler tizerinde etkilidir (Mertens vd., 2018).

Bazi aragtirmalar, glifosata maruz kalma ile kanser gibi belirli saglik sorunlar1 arasinda
olas1 baglantilar oldugunu 6ne siirmiistiir. 2015 yilinda, Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO)
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC), glifosati "insanlar i¢in muhtemelen
kanserojen" olarak siniflandirmistir. ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA) ve Avrupa Gida
Giivenligi Otoritesi (EFSA) gibi diger diizenleyici kurumlar tarafindan yapilan
degerlendirmeler, glifosatin belirtildigi sekilde kullanildiginda, insanlarda kansere neden
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olma ihtimalinin diisiik oldugu belirtilerek farkli sonuglara ulagilmistir (EPA, 2015; Guyton
vd., 2015).
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Glifosat

Sekil 2.15. Glifosatin kimyasal yapisi

2.4.3.2. Paration metil

Metil paration, paration metil, metaphos veya O, O-dimetil O-4-nitrofenil fosforotiyoat
isimleriyle bilinen organofosfatli (OP) insektisittir (Sekil 2.16.). Molekiiler formilii
CsH10NOsPS olup molekiil agirligi 263,21 g/mol *diir. Saf hali ile oda sicakliginda renksiz
kristaller halinde bulunan paration metilin sudaki ¢oziiniirligii 20°C'de litrede yalnizca 11
mg’dir (Anzecc ve Armcazz, 2000). Sudaki ¢oziiniirliigii ¢ok diisiik olmakla beraber, birgok

organik ¢oziiciide hizla ¢ozlinme 6zelligine sahiptir (Kalipci vd., 2010).

Sudaki bu diisiik ¢coziiniirliik, cevredeki hareketliligini sinirlar ancak yine de pargaciklar
tarafindan tasimabilecegi veya suda yasayan organizmalar tarafindan alinabilecegi icin
kirlenme riskini ortadan kaldirmaz. Parathion metilin kullanimi belirli tarimsal iriinlerle
sinirlt olmasina ragmen, bu pestisitin diisiik maliyeti ve yiiksek etkinligi, evlerde ve is

yerlerinde yaygin olarak kullanilmasina yol agmustir.

Ozellikle aktif metabolit metil paraokson'a metabolize edildiginde basta merkezi sinir
sistemi (CNS) olmak iizere birgok hedef organ igin toksik olan bir insektisittir (Garcia vd.,
2003).
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Sekil 2.16. Paration metil kimyasal yapisi
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3.1. Materyal

3. MATERYAL VE YONTEM
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Calismada kullanilan cihazlar ve maddeler asagidaki ¢izelgelerde 6zetlenmistir (Cizelge 3.1.

ve Cizelge 3.2.).

3.1.1. Calismada kullanilan cihazlar

Cizelge 3.1. Kullanilan cihazlar

Cihaz adq Firma
Buz makinesi Genbiotek H-IMS-50
Homojenizator MIULAB MT- 30K
Calkalayici Shaker Jeiotech OS-3000

Elektroforez

Thermo Scientific Owl- P82

Gradient mikseri

Sigma-Aldrich

Hassas terazi

Precisa XB 220A

Magnetik karistiric

DLAB MS-H-Pro*

Peristaltik pompa

Ismatec Reglo ICC

pH metre

Mettler Toledo S220-K

Sogutmali santrifiij

Hermle Z326-K

Su banyosu

JSR JSEB- 22T

UV-VIS spektrofotometre

Shimadzu, UV-1208

Otoklav

N-Biotek N1060

Vakum pompasi

Millipore WP6222050




Cizelge 3.2. Kullanilan cihazlar (devam)

Cihaz adx

Firma

Vorteks Vortex-Genie 2

Goruntuleme cihazi

SYNGENE G. Box Chemi XRQ

3.1.2. Calismada Kullamilan maddeler

Cizelge 3.3. Kullanilan maddeler

Kimyasal madde Firma
Akrilamid-Bisakrilamid Sigma-Aldrich
Amonyum persiilfat Sigma-Aldrich
Amonyum siilfat Merck
Asetik asit VWR Chemicals
Aseton Carlo Erba
Bromtimol mavisi Sigma-Aldrich
Coomassie brilliant blue (G-250) | Merck
Coomassie brilliant blue (R-250) | Merck
DEAE Sephadex (A-50) GE Healthcare
Disodyum hidrojen fosfat Sigma-Aldrich
Disodyum karbonat Sigma-Aldrich
Diyaliz torbasi Sigma-Aldrich
Etanol Merck
Fosforik asit Merck
Gliserin Sigma-Aldrich
Glisin Sigma-Aldrich
Glifosat Tokyo Chemical Industry

Hidroklorik asit

Sigma-Aldrich
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Cizelge 3.2. Kullanilan maddeler (devam)

Kimyasal madde Firma
Izopropanol Sigma-Aldrich
Katekol Tokyo Chemical Industry
L-Dopa Tokyo Chemical Industry
L-tirozin Tokyo Chemical Industry

4-metil katekol

Thermo Scientific

Metanol Sigma-Aldrich
Molekiiler agirlik marker Sigma-Aldrich
Monosodyum fosfat Acros Organics
NaOH Sigma-Aldrich
Sepharose-4B Sigma-Aldrich
Sigir Serum Albumini Sigma-Aldrich
Sodyum asetat Sigma-Aldrich

Sodyum dodesil siilfat

Acros Organics

Paration metil

Sigma-Aldrich

Potasyum fosfat

Acros Organics

TEMED Sigma-Aldrich
Tris Sigma-Aldrich
Tirozinaz Sigma-Aldrich

Kullanilan Cozeltiler, Tamponlar ve Hazirlanisi

» Enzim éziitii hazirlama ¢ozeltisi:
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6,8045 gram tartilan potasyum fosfat, 450 ml distile su ile ¢oziildi. pH degeri 0,1 N

NaOH ile 5,25'e ayarlandi. Son hacim distile su ile 500 ml’ye tamamlandi.

» Substrat cozeltileri:

L-Dopa (3,4-dihidroksifenil alanin): 0,02 g L-Dopa bir miktar distile suda 30 °C su

banyosunda bekletilerek hazirlandi. Son hacim distile su ile 5 ml’ye tamamlandi.
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Katekol: 0,20 g katekol bir miktar distile suda ¢6ziilerek hazirlandi. Son hacim distile

su ile 5 ml’ye tamamlandi.

4-metil katekol: 0,20 g 4-metil katekol bir miktar distile suda ¢oziilerek hazirlandi. Son

hacim distile su ile 5 ml’ye tamamlandi.

L-tirozin: 4,5 mg L-tirozin bir miktar distile suda 30 °C su banyosunda bekletilerek

hazirlandi. Son hacim distile su ile 10 mI’ye tamamlandi.
» Afinite jeli sentezinde kullamlan cozeltiler:

0,1 M pH 10,0 NaHCOs Tamponu: 8,40 g NaHCO3 450 ml distile suda ¢6ziildi. pH
10,0’a 1 M NaOH ilavesiyle getirildi. Son hacim distile su ile 500 mI’ye tamamlandi.

0,2 M pH 8,8 NaHCO3 Tamponu: 4,20 g NaHCO3 450 ml distile suda ¢oziildii. pH 8.8’¢
1 M NaOH ilavesiyle getirildi. Son hacim distile su ile 500 ml’ye tamamlandi.

0,01 M pH 6,0 Na2HPO4 Tamponu: 0,71 g NazHPO4 450 ml distile suda ¢oziildi. pH
6.0’a 1 M NaOH ilavesiyle getirildi. Son hacim distile su ile 500 ml’ye tamamlandi.

50 mM pH 5,0 Asetat Tamponu: 3,40 g sodyum asetat 450 ml distile suda ¢6ziildii. pH
5.0’a 1 M asetik asit ilavesiyle getirildi. Son hacim distile su ile 500 ml’ye tamamlandi.

50 mM pH 8,0 Fosfat Tamponu / 1 M NaCl: 3,10 g K;HPO4 ve 29,25 g NaCl 450 ml
distile suda ¢oziildi. pH 8.0’°a 1 M HCl ilavesiyle getirildi. Son hacim distile su ile 500 m1’ye

tamamlandi.

» Bradford metodu ile kantitatif protein tayininde kullamlan c¢ozeltilerin

hazirlanmasi:

Coomassie Brilliant Blue G-250 reaktifi: 12,5 ml etanolde (%96) ¢oziinen 25 mg
Coomassie Brilliant Blue G-250 tizerine 25 ml fosforik asit (%86) eklendi. Son hacim 250

ml olacak sekilde distile su ilave edildi.

Standart albiimin ¢ozeltisi: 1 mg/ml standart serum albiimini distile su ile ¢oziilerek stok

hazirlandi.
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> SDS-PAGE ve NATIVE-PAGE jel elektroforezinde kullamilan cozeltilerin ve

jellerin hazirlanmasi:

1 M pH 8,8 Tris-HCI ¢ozeltisinin hazirlanmasi: Tris (12,114 g), distile su (80 ml) ile

¢oziilerek pH ayarlandiktan sonra hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlandi.

1 M pH 6,8 Tris-HCI ¢ozeltisinin hazirlanmasi: Tris (12,114 g), distile su (80 ml) ile

¢oziilerek, pH ayarlandiktan sonra hacim 100 ml’ye distile su ile tamamlandi.

%30 Akrilamid- %0,8 Bisakrilamid ¢ozeltisinin hazirlanmasi: Akrilamid (14,5 g) ile
bisakrilamid (0,5 g) tartildi. Bir miktar distile su ile ¢dziinmeleri saglandi. Sonrasinda distile

su eklenerek hacim 50 ml'ye tamamlandi.

APS cozeltisinin hazirlanmasi (%1,5): 0,30 gram APS tartildi ve bir miktar distile su ile

¢oziinmesi saglandi. Son hacim distile su eklenerek hacim 20 ml'ye tamamlandi.

APS c¢ozeltisinin hazirlanmasi (%10): 1 gram APS tartildi ve bir miktar distile su ile

¢oziinmesi saglandi. Son hacim distile su eklenerek hacim 10 ml'ye tamamlandi.

TEMED c¢ozeltisi (%5): 0,5 g TEMED tartilarak bir miktar distile su ile ¢oziinmesi

saglandi. Son hacim distile su ilavesiyle 10 m1’ye tamamlandi.

SDS c¢ozeltisinin hazirlanmasi1 (%10): 1 g SDS tartildiktan sonra 9 ml distile suda

¢Oziilerek hazirlandi.

SDS yiiriitme tamponunun hazirlanmasi: 7,20 g glisin ile 1,51 g tris tartilarak 450 ml
distile suda ¢6ziildii. 5 ml %10’luk SDS ¢ozeltisinden eklendi. pH’1 8,3 olana kadar titre
edildi. Son hacim 500 ml olacak sekilde hazirlandi.

Dogal jel yiiriitme tamponunun hazirlanmasi: 1,51 g tris ile 7,20 g glisin tartilarak 450
ml distile suda ¢oziildii. pH’1 8,3 olana kadar titre edildi. Son hacim 500 ml olacak sekilde

hazirlandi.

SDS jel numune tamponunun hazirlanmasi: 1 M pH’1 6,8 Tris-HCI tamponundan 0,5 ml,
SDS (%10) ¢ozeltisinden 1 ml, gliserinden (%100) 1 ml, brom timol mavisi ¢ozeltisinden
(%0,04) 1 ml alindi. Son hacim 6,5 ml olacak sekilde distile su ilave edildi. Cozelti

kullanmadan 6nce 50 pl f-merkaptoetanol alindi. 950 pl numune tamponu ile karistirild.
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Dogal jel numune yiikleme tamponu: 1 M pH’1 6,8 Tris-HCI’den 150 pL, bromofenol
mavisinden (%0,1) 100 uL, gliserolden (%80) 250 uL ve son olarak 460 uL distile su

eklenerek karistirilmasiyla hazirlandi.

Brom timol mavisi ¢ozeltisi (%0,04): 0,1 gram brom timol mavisi tartildi. 16 m1 0,01 M'lik

NaOH i¢inde ¢6ziildii. Daha sonra distile su eklenerek son hacim 250 ml'ye tamamlandi.

Sabitlestirme cozeltisi: izopropanolden (%99,5) 50 ml, TCA’dan (%10) 10 ml, distile

sudan 40 ml alinarak 100 ml hacminde hazirlandu.

Cizelge 3.4. SDS jel elektroforezinde kullanilan ayirma jeli degerleri

Kullanilan cozelti Miktar

1 M Tris-HCI (pH:8,8) 3,75 ml

AYIRMA JELI Distile su 2,35 ml
(SEPARATION | Acrylamide %30 / Bis-acrylamide (%0,8) 3,3 mi
GEL) SDS ¢ozeltisi (%10) 0,1 ml
TEMED (%5) 0,2 ml

APS (%1,5) 0,15 ml

Cizelge 3.5. SDS jel elektroforezinde kullanilan y1gma jeli degerleri

Kullanmilan ¢ozelti Miktar
1 M Tris-HCI (pH:6,8) 0,31 ml
YIGMA JELi Distile su 1,84 ml
(STACKING | Acrylamide %30 / Bis-acrylamide (%0,8) 0,3325 ml
GEL) SDS ¢ozeltisi (%10) 25 ul
TEMED (%5) 25 ul
APS (%1,5) 50 ul




36

Cizelge 3.6. Dogal jel elektroforezinde kullanilan ayirma jeli degerleri

Kullanilan cozelti Miktar
. 1 M Tris-HCI (pH:8,8) 2,5 ml
AYIRMA JELI _
. Distile su 1,57 ml
(SEPARATION _ _ :
GEL) Acrylamide %30 / Bis-acrylamide (%0,8) 2,2 ml
TEMED (%5) 0,065 ml
APS (%10) 0,1 ml

Cizelge 3.7. Dogal jel elektroforezinde kullanilan yigma jeli degerleri

Kullanilan ¢ozelti Miktar
5 . 1 M Tris-HCI (pH:6,8) 0,41 ml
YIGMA JELI _

. Distile su 2,45 ml
(STACKING _ _ :

GEL) Acrylamide %30 / Bis-acrylamide (%0,8) 0,4 ml

TEMED (%5) 0,3ml

APS (%10) 0,1 mi

Jel boyama cozeltisi: 0,2 gram Coomassie Brilliant Blue R-250 tartildi. Reaktifin ¢6ziilmesi
icin 100 ml metanol (%99,7), 20 ml asetik asit (%100) ve 80 ml distile su kullanilarak

boyama ¢ozeltisi hazirlandi.

Jel yikama ¢ozeltisi: 200 ml hacmindeki bu ¢6zelti, 100 ml CH30OH (%99,7), 20 mi
CH3COOH (%100) ve 80 ml distile su kullanilarak hazirlandi.

» Tirozinaz enzimi inhibisyon cahsmalarinda kullanilan inhibitorlerin

(pestisitlerin) hazirlanmasi:

Stok glifosat c¢ozeltisi: 5 mg glifosat tartildi. Bir miktar distile su ile ¢oziildii. Son hacim 5

ml’ye tamamlandi.

Stok paration metil ¢ozeltisi: 0,5-1,0-1,5-2,0-2,5 ve 3,0 mg miktarlarda tartilan paration
metil, sirastyla 3 farkli ¢6ziicii kullanilarak (DMSO, etanol ve distile su) 20 ul olacak sekilde

hazirlandi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Pleurotus ostreatus yetistirilmesi

Pleurotus tiirleri ¢liriik¢iil mantarlardir ve talas, bugday, saman, misir kogani ve sapi,
pamuk artig1, atitk kagit, cay ya da kahve posalari, findik kabugu gibi ikinci kez
kullanilamayan bir¢ok tarimsal ve endiistriyel atik {izerinde kolaylikla yetistirilebilirler
(Avci, 2015). Caligmada saman ve ¢ay posast olmak tizere iki farkli ¢esit kompostta P.

ostreatus yetistirilmistir (Sekil 3.1.).

Atik cay posalar1 toplanmis ve acik alanda, oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.
PDA (Patates Dekstroz Agar) besiyerinde P. ostreatus aktive edilmistir. Spawn ortami
olarak %80 oraninda bugday, %5 kire¢ ve %8 al¢1 igeren karisim hazirlanmigtir. Hazirlanan
spawn otoklavda 15 dakika 121 °C’de sterilize edilmistir. Sonrasinda PDA ortaminda
aktiflestirilen P. ostreatus sterilizasyonu gerceklestirilen spawnlara ekilerek 25 °C’de

inkiibatorde gelismeye birakilmistir. Kurutulan ¢ay posalari ve saman ile;

%85 cay posasi, %15 bugday kepegi ve %85 saman %15 bugday kepegi olacak sekilde
2 ayr1 kompost hazirlanmis ve komposta son olarak %0,5 kireg ile %1,0 al¢1 ilave edilmistir.
Bu karisimlar yaklasik %70 oraninda neme sahip olacak sekilde islatilmistir. Hazirlanan
kompost otoklavda 1 saat 15 dakika 121°C’de sterilize edilmistir. Hazirlanan kompostlara
spawn ortaminda gelistirilen P. ostreatus ekimi yapilmistir. Kompostu misel sarana kadar
15-20 giin 25°C’de karanlik ortamda bekletilmigtir. Misel sarimi gerceklestikten sonra
kompost torbasina ¢izikler atilarak sapkalanma asamasinda 15°C’de ve nemli ortamda

mantarlarin biiyiimesi gergeklestirilmistir (Bandera ve Bandas, 2020; Peksen, 2001).
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Sekil 3.1. Pleurotus ostreatus iiretim asamalari

3.2.2. Pleurotus ostreatus ham homojenatin hazirlanmasi

Eskisehir ili Asagisogiitonii Mahallesi’nde mevcut olan 39°48°39.9”N 30°25°55.0”E
konumunda bulunan “Ozlem Mantar Eskisehir” tesisinden taze olarak alinan yabani ve
yenebilir bir mantar olan P. ostreatus 4°C’de saklanarak 2 giin kullanildi. 50 g mantar 100
ml 0,1 M potasyum fosfat tamponu igerisinde 30 dakika boyunca homojenizator ile
homojenize edildi. Homojenat birka¢ kath tiilbentten siiziilerek kaba atiklar giderildi.
Stiziintii, 4°C ve 10000 rpm hizinda 30 dakika boyunca santrifiij edildi. Sonrasinda ¢okelek
atildi. Coktiirme stireci igin siipernatant ayrildi (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Homojenatin hazirlanmasi deney gorselleri

3.2.3. Pleurotus ostreatus Tirozinaz enziminin ¢oktiiriilmesi

P. ostreatus tirozinaz enziminin c¢oktiiriilmesinde iki farkli ¢oktlirme yontemi

denenmistir.

3.2.3.1. Amonyum silfat coktiirmesi

Her proteinin ¢oktiigii nétral tuz konsantrasyonu farkli oldugundan bu yolla proteinler

birbirlerinden ayristirilirlar. Amonyum siilfatin tercih edilmesinin nedenleri arasinda ytiksek
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iyonik siddet saglamasi, yiiksek ¢Ozliniirligli, ekonomik maliyeti ve proteinlerin

denatiirasyonuna sebep olmamasi gibi faktorler yer alir.

Proteinlerin ¢oziiniirligi diisiik notral tuz konsantrasyonlarinda iyonik siddet arttikca
artar. Bu olaya “salting-in” denir. Bunun sebebi, nétral tuzlarin ¢éziinmesiyle olusan
iyonlar, ¢6zelti ortaminda proteinlerin iyonlasabilir gruplarim etkileyerek iyonlagmalarini

saglarlar ve ¢Oziinlirliiglinii arttirirlar.

Proteinlerin ¢oziiniirliigii yiiksek notral tuz konsantrasyonlarinda iyonik siddet arttikca
azalir ve ¢okerler bu olaya ise “salting-out” denir. Bunun sebebi ise, ortamdaki iyonlarin
konsantre halde bulunmasindan dolay1 protein etrafindaki hidrat kilifin1 kendilerine

cekmeleri ve boylece ¢oziiniirliigiin azalmasidir (Nelson ve Cox, 2005).

Coktiirme islemi %0-75 araliginda doygunlukla gergeklestirildi ve kullanilacak

amonyum siilfat miktar1 formiil ile belirlendi.

1,77 x V x (S2 — S1)

g (NH4)2804=~—5——

V: Enzim siipernatant hacmi
S1: Mevcut (NH4)2SO4 doygunlugu
S2: istenilen (NH4)2SO4 doygunlugu

Belirlenen amonyum siilfat miktar tartildi ve buz banyosunda bulunan siipernatanta
yavasca eklenerek, manyetik karistirict ile yavasca karistirildi. Daha sonra 4°C'de 10000
rpm'de 30 dakika siireyle santrifiij edildi. Slipernatant ve ¢okelek icin aktivite dlglimleri
yapildi. Ardindan siipernatant atildi. %75-90 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi i¢in
gereken miktar, formiil kullanilarak hesaplandi ve bu miktar buz banyosundaki siipernatanta
eklenerek ¢oziinmesi saglandi. Tekrar 4°C'de 10000 rpm hizinda 30 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant ve ¢okelekte aktivite dlgtimleri gergeklestirildi. Cokelege, pH’1 5,25 olan 0,1 M
potasyum fosfat tamponundan az miktarda eklenerek baget yardimiyla karistirildi ve boylece
cokelek tampon cozelti igerisine alindi. Elde edilen enzim ¢ozeltisinde aktivite dlgiimii ve

kantitatif protein tayini yapild: (Biiyiikemir, 2018).
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3.2.3.2. Aseton coktiirmesi

Siipernatant lizerine, buz banyosu icerisinde homojenizasyon sonrasi alinan siipernatant
hacmi kadar -20°C’de bekletilen soguk aseton damla damla eklenerek, manyetik karistiricida
yavage¢a karistirildi. 4°C’de 10000 rpm hizinda 30 dakika santrifiij edildi. Siipernatant ve
cokelekte ayr1 ayn aktivite dlclimii gergeklestirildi. Siipernatant atilip elde edilen ¢okelek,
tamamen ¢0ziilebilecegi az miktarda pH’1 5,25 olan 0,1 M potasyum fosfat tamponunda

¢ozildi. Elde edilen enzim ¢ozeltisinde aktivite dl¢limii ve kantitatif protein tayini yapildi.

3.2.4. Ham ekstrede diyaliz islemi

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve aseton ¢oktiirmesi sonrast numune, pH'1 5,5 olan 0,1 M
potasyum fosfat tamponunun bulundugu bir behere yerlestirilen diyaliz torbasina konuldu
(Sekil 3.3.). Numune, 4°C'de iki saat siiresince diyaliz edildi (Sekil 3.4.). Sonrasinda

numunenin aktivitesi ve protein miktarinin nicel tayini gergeklestirildi.

Sekil 3.3. Diyaliz islemi gorselleri
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‘ Tampon
/ gozelu

Tampon
gozelu

_ sl Enzim gozeltisi

Sekil 3.4. Saflagtirma basamaklari sematik gosterimi (Gorsel BioRender.com’da

olusturulmustur).

3.2.5. Optimum ve Stabil pH belirlenmesi

pH’17,0-9,0 araliginda 0,1 M Tris-HCI, pH’1 5,5-7,0 araliginda 0,1 M potasyum fosfat
ve pH’1 4,0-5,5 araliginda 0,1 M sitrat tampon ¢ozeltileri ile elde edilen homojenat ile
tirozinaz enziminin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak o6lgiildii.

Stabil pH’1 belirlemek i¢in pH degerleri 5,0 ile 7,5 arasinda degisen potasyum fosfat

tamponlar1 kullanildi. Bu tampon ¢ozeltilerde bekletilen enzim ¢6zeltileri, 4°C'de saklanarak

bir hafta siiresince yapilan aktivite 6lglimleriyle enzimin stabil oldugu pH degeri belirlendi.
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3.2.6. Optimum sicakhigin belirlenmesi

Enzimin optimum oldugu sicakligi belirlemek amaciyla, 10°C’lik artis ile 0-80°C
araliginda degisen sicakliklarda aktivite degerleri belirlendi. Aktivite ortami 0-10°C buz
banyosunda, 20-80°C araliginda ise sicak su banyosunda bekletildi. Sonuglar grafige

aktarilarak, optimum sicaklik tespit edildi.

3.2.7. Tirozinaz enzimi aktivite tayini

L-Dopa substrati igeren 100 mM pH’1 5,5 olan potasyum fosfat tamponu ile tirozinazin
difenolaz (katekolaz) aktivitesi belirlendi. Spektrofotometrik olarak (Sekil 3.8.) L-Dopa'nin
kirmizi renkli oksidasyon tirtinii olan dopakroma (Sekil 3.5.) doniisiimii 6l¢iildii. 5 dakikalik
inkiibasyon sonunda 25 dakika boyunca dopakromun 475 nm’de verdigi absorbans izlenerek

tirozinaz aktivitesi belirlendi.

Sekil 3.5. L-Dopa substratinin tirozinaz aktivitesi ile gerceklesen renk degisimi

Distile su igerisinde hazirlanan katekol substrati ¢Ozeltisinde tirozinaz aktivitesi
oOl¢iildii. Tirozinaz enziminin katekol ile reaksiyonu sonucu olusan o-kinonun (Sekil 3.6.)

500 nm’de verdigi absorbans izlenerek tirozinaz aktivitesi belirlendi.
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Sekil 3.6. Katekol substratinin tirozinaz aktivitesi ile gerceklesen renk degisimi

Distile su igerisinde hazirlanan 4-metil katekol substrati ile tirozinazin 0-kKinona
dontigimii ile (Sekil 3.7.) 410 nm’deki absorbans degisimi izlenerek tirozinaz aktivitesi

belirlendi.

Sekil 3.7. 4-metil katekol substratinin tirozinaz aktivitesi ile ger¢eklesen renk degisimi

Distile su igerisinde hazirlanan L-tirozin substrati ¢dzeltisinde tirozinazin monofenolaz
aktivitesi belirlendi. Tirozinaz enziminin L-tirozin ile reaksiyonu sonucu olusan 3,4-

dihidroksifenilalanin’in 475 nm’de absorbansi dlgiilerek tirozinaz aktivitesi 6l¢iildii.
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Aktivite hesaplanmasinda kullanilan formiil asagida verilmistir;

EU _ AOD y Vr < 1000
ml 36,0 Vg

EU/mI: Enzim miktarinin 1 ml ¢ozeltideki konsantrasyonu

AOD: Dakikadaki absorbans degisimi

36,0: Tirozinazin katekol substrati i¢in molar ekstinksiyon katsayis1 (Mt cm™)
V7 Kiivetin toplam hacmi (ml)

VEe: Olgiim kiivetine eklenen enzim numunesinin hacmi (ml)

S A}

Enzim Substrat UV Spektrofotometresi

Sekil 3.8. Tirozinaz enzimi aktivite tayini sematik gosterimi (Gorsel BioRender.com’da

olusturulmustur).

3.2.8. Kantitatif protein tayini (Bradford Yontemi ile)

Bradford yontemi kullanilarak protein tayini gergeklestirildi. Bu yontemde Coomassie
Brilliant Blue G-250 reaktifi kullanildi. Bu boyanin negatif yiiklii olmasi, proteinlerdeki
pozitif yiiklere baglanarak kirmizi formunu mavi forma doniistiiriir ve bu olusan kompleks
595 nm'de bir absorbans gosterir (Amax = 595 nm). Sigir serum albiimini (BSA) protein
standardi olarak kullanildi. Cesitli konsantrasyonlarda hazirlanan BSA ¢dzeltileri,

kalibrasyon grafigi olusturmak icin kullanildi. Bu amagla, 1 mg/ml stogundan 10, 20, 30, 40,
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50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul alindiktan sonra distile su eklenerek son hacim 0,1 ml'ye
tamamlandi. Daha sonra her tiipe 5’er ml Coomassie Brilliant Blue G-250 reaktifi eklendi.
Tipler karistirildi ve inkiibasyona birakildi. 10 dakika sonunda spektrofotometrede 595

nm'de absorbans degerleri 6lgiildii. Bu sonuglarla protein standart grafigi olusturuldu.

Homojenizasyon, aseton ¢oktiirmesi, diyaliz ve son basamak olan afinite
kromatografisinde elde edilen enzim numunelerinde bu yontem ile kantitatif protein tayini
yapildi (Kruger, 2009).

3.2.9. Kalitatif protein tayini

Bu yontem, proteinlerin yapisindaki bazi aminoasitlerin 280 nm’de absorbans
gostermeleri esasina dayalidir. Toplanan fraksiyonlarda kore karsi absorbans degerleri

okunarak protein varligi tespit edilmistir (Segel, 1968).

3.2.10. DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim kromatografisi

Bu kromatografi yontemi, biyomakromolekiillerin saflastirilmasi i¢in ana yontemlerden
biridir. Yiikli protein gruplart ile kat1 destek malzemesi (matris) arasindaki elektrostatik
etkilesimlere dayanir. Matris, ayristirilacak proteininkine zit bir iyon yiikiine sahiptir.
Proteinin kolona ilgisi iyonik baglarla saglanir ve matris, ayrilacak proteinin iyon yiikiine zit
bir iyon yiikiine sahiptir. Proteinler, iyon tuzlarinin konsantrasyonunu, pH ya da tampon

¢Ozeltinin iyonik giliciinii degistirerek kolondan ayristirilirlar.

Iyon degisim kromatografisinin anyon degisim ve katyon degisim olmak iizere iki farkls
tiirli bulunmaktadir. Pozitif yiikli iyon degisim matrislerine anyon degisim (negatif yiiklii
proteinleri adsorbe eder) ve negatif yiikli gruplarla baglanan matrislere katyon degisim

matrisleri (pozitif yiiklii proteinleri adsorbe eder) ad1 verilir (Coskun, 2016).
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DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim jelini hazirlamak igin, 500 ml distile suya kuru jel
malzemesinden 5 g eklenmistir. Bu karisim 85°C sicakligindaki su banyosunda 5 saat
bekletilerek sismesi saglanmistir. 5 saatin sonunda jelin tizerine 100 ml soguk HCI (0,5 N)
eklenmis ve bu karisim 1 saat boyunca buzdolabinda bekletilmistir. Ardindan HCI bulunan
jele 100 ml NaOH (0,5 N) ¢ozeltisi eklenmis ve yarim saat buzdolabinda bekletilerek
notralizasyonu saglanmistir. Olusturulan jelin havasi, vakum pompasi yardimiyla kurulan
diizenek kullanilarak alinmistir. Jel, 100 mM Na-fosfat (pH 7,0) dengeleme tamponu ile dolu
olan 2,5 cm? x 20 cm boyutlarindaki kolona dikkatlice yiiklenmistir (Sekil 3.9.).

Peristaltik pompada kolon akis hizi saatte 10-15 ml olacak sekilde ayarlanmistir. Enzim
numunesi kolona tatbik edildikten sonra pH 7,0 100 mM Na-fosfat tamponu yikama ve
dengeleme tamponu olarak kullanilmistir. Eliiatin 280 nm'de 6l¢giilen absorbans degeri ile
tamponun absorbans degeri esitlendiginde, yikama islemi tamamlanmistir. Dengeleme
islemi tamamlandiktan sonra, kolona bir gradient mikseri (iki bolmeli) baglanmistir. Birinci
bolmeye 100 mM Na-fosfat (pH 7,0) tamponundan 250 ml, diger bélmeye ise 100 mM NaCl
cozeltisinden 250 ml eklenerek kolon akis hiz1 5 ml/saat olarak ayarlandi. Eliisyon siireci
baglatildi ve 2 ml olarak toplanan her eliiatin absorbans degeri 6l¢iildii (280 nm). Toplanan

eliiatlarda substrat ile aktivite tayini yapildi.
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Sekil 3.9. DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim kolonu

3.2.11. Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi

Jel filtrasyon kromatografisi (boyut dislama kromatografisi), makromolekiillerin
molekiiler boyutlarindaki farkliliklara gore ayrilmasi i¢in kullanilir. Jel filtrasyon kolonunda
sabit faz, kiigiik gbézeneklere sahip inert molekiillerden olusur. Kolon malzemesi olarak
dekstran, agaroz, poliakrilamid kullanilmaktadir (Coskun, 2016).

Farkli molekiil boyutlarina sahip molekiilleri igeren ¢ozelti, kolondan sabit bir akista
gecirilir. Proteinler ve polimerler gibi biiylik molekiiller, jel parcaciklarinin igine niifuz

edemez ve sinirh bir alanda pargaciklar arasinda tutulurlar ve biiyiik molekiiller gbzenekli
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pargaciklar arasindaki bosluklardan gecerek kolonun icinde hizla hareket eder. iyonlar ve
tampon tuzlar1 gibi daha kiigiik molekiiller ise gdzeneklere yayilir ve molekiiller kiigiildiikce
kolondan orantili olarak daha uzun alikonma siireleri ile ayrilirlar. Yani molekiiller
biiyiikliiklerine gore ayrilir; 6nce biiyiik molekiiller, ardindan kiigiik olanlar toplanir (Cutler,

1996).

Kuru haldeki 5 gram Sephadex G-100 jel, 200 ml distile su ile birlestirilmistir. Jel, 85°C
sicakligindaki su banyosunda sisirilmis ve su miktari jelin emme kapasitesine uygun olarak
ayarlanmistir. Sisen jelin havasit vakum pompasi yardimiyla kurulan diizenek kullanilarak
almmustir. 3 cm? x 90 cm boyutlarindaki kolona, 100 mM Na-fosfat (pH 7,0) dengeleme

tamponu eklendikten sonra, havasi alinan jel pipet yardimiyla yavasca kolona yiiklendi

(Sekil 3.10.).

Kolon akis hiz1 saatte 3 ml olacak sekilde ayarlandi, tamponun absorbans degeri (280
nm) ile toplanan eliiatin absorbans (280 nm) degeri esitlendiginde dengeleme tamamlanda.
Jelin tist kismindaki tampon azaldiginda, Sephadex A-50 kolonundan alinan enzim
numunesi (0,125 pl gliserolle karistirilarak) pipetle kolona yiiklendi. Numune yiiklendikten
sonra kapali sistemle 100 mM Na-fosfat (pH 7,0) tamponu ile eliisyona baslandi ve 2 ml'lik
eliatlar toplandi. Her eliiatin absorbans (280 nm) degeri 6lgiildii ve substrat ile aktivite tayini

yapild.
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Sekil 3.10. Sephadex G-100 jel filtrasyon kolonu

3.2.12. Sepharose-4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit afinite kromatografisi

Bu kromatografi yontemi, karmasik karigimlardan belirli bir molekiil veya molekiil
grubunu secici bir sekilde saflastirmak i¢in kullanilan, oldukea spesifik biyolojik etkilesime
dayanan en cesitli ve giiclii kromatografik yontemlerden biridir (Urh vd., 2009).

Bu biyolojik etkilesimlerin 6rnekleri arasinda bir enzimin bir inhibitore, bir ilacin bir

reseptore veya bir antikorun bir antijene baglanmasi yer alir (Hage, 1999).

Afinite kromatografisi 1910 yilina kadar kullanilmis fakat, modern afinite
kromatografisi, Axen vd. tarafindan ligandlarin agaroz destekler {izerinde immobilizasyonu

i¢in siyanojen bromiir yonteminin gelistirilmesiyle baglamistir (Axen vd., 1967).
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Afinite kromatografisinde, spesifik bir protein ile kompleks olusturabilen bir ligand,
kolonun dolgu maddesini baglar. Spesifik protein, bir matrise (kat1 destek) baglanarak
ligandla kompleks olusturur ve bu kompleks kolonda tutulurken serbest proteinler kolonu
terk eder. Daha sonra kolona tutunan (baglanan) protein, pH'in degistirilmesi veya bir tuz
cozeltisinin eklenmesi yoluyla iyonik gili¢ degistirilerek kolondan ayrilir. Afinite

kromatografisinde bazi terimler;

Baglanma: Tampon kosullari, hedef molekiillerin ligand ile etkili bir sekilde etkilesime
girmesini ve diger tiim molekiiller kolon boyunca yikanirken afinite ortami tarafindan

tutulmasini saglamak iizere optimize edilmistir.

Yikama: Hedef molekiilleri eliie etmeden o6nce kolondan baglanmamis maddeleri
uzaklastirmak veya kolonu baslangi¢ kosullarina getirmek i¢in yeniden dengeleyen tampon

kosullart ile gerceklestirilir.

Eliisyon: Tampon kosullari, hedef molekiiller ve ligand arasindaki etkilesimi tersine
cevirecek (zayiflayacak) sekilde degistirilir, boylece hedef molekiiller kolondan
ayrigtirilabilir (Amersham, 2002).

CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B hazir olarak kullanildi. 1,1 g CNBr-Sepharose-
4B tartilarak 250 ml pH’1 10,0 olan 0,1 M NaHCO3 tamponunda yikandi. Yikama bittikten
sonra vakum altinda siiziildii. 10 mg L-tirozin pH’1 10,0 olan soguk NaHCO3 tamponuyla 20
ml hacminde olusturuldu. Yavasca karigtirilan siispansiyondan, baglanma verimliligini
belirlemek amaciyla, 15 dakikada bir, sivi kismindan 0,2 ml 6rnek alindi. Daha sonra 1 M
NaOH ¢ozeltisi ile 20 ml’ye tamamlanarak absorbans (294 nm) degisimi izlendi. L-tirozinin,

CNBEr ile aktiflestirilen Sepharose-4B matriksine baglanmig oldugu belirlendi.

Stispansiyon, 16 saat boyunca 4°C'de buzdolabinda bekletildi. Sonrasinda siispansiyon
buchner hunisine yerlestirilen mavi bant {lizerine alindi. Yikama islemi igin distile su
kullanilarak, siiziintiiniin absorbans (280 nm) vermedigi noktaya kadar yikanarak L-tirozin'in
reaksiyona girmeyen kismi tamamen uzaklastirildi. Ustte kalan kat1 kistm, 100 ml hacminde
0,2 M pH 8,8 NaHCO3 tamponuyla yikandi. Devaminda 40 ml NaHCO3 tamponu igine

alindi. Bu islemle, sepharose-4B-L-tirozin, ligand baglama islemi i¢in hazir hale getirildi.
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p-aminobenzoik asit, tirozinaz enziminin spesifik inhibitoriidiir. Afinite jelinin yapisina
katilarak enzimin saflastirilmasinda etkili oldugu i¢in ligand olarak se¢ildi. Bu islem igin, 25
mg p-aminobenzoik asit, soguk 10 ml HCl (1 M) iginde ¢6ziildii ve buz banyosunda
bekletildi. Diger yandan 75 mg NaNOz, 7,5 ml soguk distile suda ¢oziilerek hazirlanan
¢ozelti, p-aminobenzoik asit ¢ozeltisine damla damla eklenerek reaksiyona sokuldu. Buz
banyosunda (10 dakika) bekletilen bu reaksiyon sonucunda, diazolanmis halde bulunan p-
aminobenzoik asit, 40 ml hacmindeki sepharose-4B-L-tirozin siispansiyonuna ilave edildi. 4
M NaOH, damla damla eklenerek pH degeri 9,5'e ayarland1 ve karisim 3 saat boyunca oda
sicakliginda karistirildi. Bu siiregte pH artisiyla birlikte renk, seffaftan turuncuya dondi
(Sekil 3.11.). 3 saatlik siirenin sonunda, jel, 1 litre distile su ile yikanarak vakum yardimiyla
stiziildii. Ardindan, 200 ml hacmindeki 0,01 M Na2HPOg4 (pH 6,0) tamponuyla yikandi. Ayni

tampon i¢inde muhafaza edildi.

Sekil 3.11. Afinite jeli sentezi basamaklar1

Sentez basamaklar1 (Sekil 3.12.) tamamlandiktan sonra, hazirlanan jel 1x10 cm

boyutundaki kolona pastor pipet ile damla damla hava kabarcigi olugsmayacak sekilde
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yiiklendi (Sekil 3.13.). Absorbans (280 nm) degerleri birbirine esit oluncaya kadar 50 mM

sodyum asetat tamponu (pH 5,0) ile kolon dengelendi. Enzim 6ziitii, dengelenen kolona

tatbik edildikten sonra yikama ve dengeleme tamponu ile yikama gergeklestirildi. Kor ve

kolondan alinan eliitatin absorbans (280 nm) degerleri birbirine esit oluncaya kadar yikama

islemine devam edildi. Bu asamada, enzim Oziitiinde var olan istenmeyen proteinlerin ve

diger maddelerin kolondan uzaklastirilarak tirozinazin biiylik kisminin afinite jeline

tutunmasi gergeklestirildi. Dengeleme tamamlandiktan sonra, 1 M NaCl i¢ceren 50 mM fosfat

tamponu (pH 8,0) ile eliisyona baslandi ve eliiatlar 1,5 ml olacak sekilde toplandi. Toplanan

eliatlarin absorbansi (280 nm) 6lgiildii ve substratlar ile aktivite tayini yapildi.
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Sekil 3.12. Sepharose-4B modifikasyon basamaklari
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Sekil 3.13. CNBr ile aktiflestirilmis L-tirozin Sepharose-4B Afinite kolonu gorselleri

3.2.13. SDS—-Poliakrilamid jel elektroforezi ile tirozinaz enzimi safliginin kontrolii

Afinite kromatografisinden alinan aktif eliiatlarda tirozinaz enziminin saflik derecesi

SDS-PAGE ile Laemmli yontemine gore kontrol edildi (Sekil 3.14.) (Laemmli, 1970).

Elektroforez plakalar1 distile su ve alkol ile temizlenerek plakalar arasina plastik
aparatlar yerlestirildi. Cam plakalar jel hazirlama tankina sabitlendi. Cam plakanin %4’
ayirma jeli olacak sekilde ayrima jeli iki cam plaka arasina yavas yavas tatbik edildi. Iki saat
sonunda katilasan ayirma jeli lizerine yigma jeli eklendi. Yigma jeli eklendikten sonra
plakalar arasina yerlestirilen tarak ile kuyucuklarin olugsmasi saglandi. Yaklasik iki saat
sonunda plaka arasinda katilasan ve kuyucuklari olusan jel elektroforez tankina yerlestirildi
ve tanka yiiriitme tamponu konuldu. 20 pg protein ihtiva eden enzim numunesine numune

tamponu (1:1) ilave edilerek 3 dakika boyunca sicak su banyosunda bekletildi. Numune ve
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marker, olusan kuyucuklara mikropipet ile tatbik edildi. Tank akim cihazina baglandi.
Ornekler ayirma jeline gelene kadar 80 volt akimda 20 dakika yiiriitiildii. Ornekler ayirma
jeline ulasinca 120 volt akima ¢ikarilarak numuneler alt sinira ulasincaya kadar iki buguk
saat siiresince yiiriitme islemi yapildi. Islem bittikten sonra plaka icindeki jel ¢ikarilarak
sabitlestirme ¢6zeltisine alindi. Jel sabitlestirme ¢ozeltisinde yarim saat bekletildikten sonra
boyama ¢ozeltisi igerisine alindi. Calkalayicida diisiik hizda karistirilarak boyanan jel, fazla
boyanin uzaklastirilmasi boylece bantlarin belirginlesmesi i¢in yikama c¢ozeltisinde 30
dakika bekletildi. Son olarak distile su i¢erisine alinan jelin kamera ve goriintiileme cihazi

ile gortintiileri alindi.

LA

l

Jeln sirasiyla sabitlegtirme ve
boyama g¢ézeltisinde bekletilerelk
bantlarm belirginlestirilmesi

Hazirlanan jelin viirtitme tankna
Cam plakalar arasina Kuyucuklara ) yerlestirilmesi ve akim cihazina
jelin yviiklenmesi proteinlerin yiiklenmesi baglanmasi

Jelin

hazirlanmast

Sekil 3.14. SDS-PAGE sematik gosterimi (Gorsel BioRender.com’da olusturulmustur).

3.2.14. Dogal elektroforez ile tirozinaz enziminin safliginin kontrolii

Tirozinaz izoenzim varhigmin belirlenmesi i¢in dogal jel elektroforezi yapildi.
Elektroforez plakalari distile su ve alkol ile temizlendikten sonra plakalar arasina seritler
yerlestirildi. Sonrasinda plakalar jel hazirlama tankina sabitlendi. Cam plakanin %2’{i ayirma
jeli olacak sekilde ayrima jeli iki plaka arasina yavas yavas tatbik edildi. iki saat sonunda
katilagsan ayirma jeli iizerine yigma jeli eklendi. Yigma jeli eklendikten sonra plakalar
arasina yerlestirilen tarak ile kuyucuklarmn olusmasi saglands. Iki saat sonunda plaka arasinda

kuyucuklart olusan jel elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankina dogal jel
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yiiriitme tamponu konuldu. 20 pg protein iceren numuneye, toplam hacim 100 pL’ye
tamamlanacak oranda dogal jel numune tamponu eklendi. Numune ve marker, olusan

kuyucuklara mikropipet ile tatbik edildi.

Elektroforez tanki buz banyosu igerisine yerlestirilerek soguk ortamda yiiriitme iglemi
gerceklestirildi. Yiiriitme islemi sonra jel dikkatlice ¢ikarildi. Jel iizerindeki bantlarin
belirginlesmesi icin sirasiyla boyama ¢ozeltisinde ve yikama ¢ozeltisinde bekletildi. Son

olarak distile su icerisine alinan jelin kamera ve goriintiilleme cihazi ile goriintiileri alindi.

3.2.15. Tirozinaz enziminin inhibisyon ¢alismalar:

Tirozinaz aktivitesi ilizerine inhibitor etkisini incelemek amaciyla, giiniimiizde
olduke¢a yaygin bir sekilde kullanilan organofosfatli pestisitler sinifina ait glifosat ve paration
metil bilesikleri kullamldi. Inhibitorlerin etkisini bulmak amaciyla, farkli konsantrasyonlar
ile ¢alisilarak inhibisyonun etkili oldugu aralik bulundu. 4-metil-katekol substrati igin en
uygun konsantrasyon 5,91 mM belirlendi ve kullanildi. En az bes farkli inhibitor
konsantrasyonlariyla aktiviteler dlciildii. Elde edilen degerler ile %Aktivite-[I] grafikleri
cizildi. Sabit substrat konsantrasyonunda degisen inhibitor konsantrasyonuna gore %
aktivite degisimini ifade eden % Aktivite-[I] grafiginin denkleminden ICso degeri
hesaplandi. K degerlerini belirlemek amaciyla inhibitorsiiz ortamda farkli substrat
konsantrasyonu kullanilarak aktiviteler bulundu. Sonrasinda ICso degeri ve bu degerin
altindaki ve istiindeki inhibitdr konsantrasyonlarinda aktiviteler belirlendi. Bulunan

degerler ile grafikler cizilerek inhibisyon tiirleri belirlendi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Optimum ve stabil pH belirlenmesine ait bulgular

Tirozinaz enzimi aktivitesinin maksimum oldugu optimum pH’1 belirlemek i¢in bolim
3.2.5.”de anlatildig1 gibi degisen pH’larda potasyum fosfat tampon ¢6zeltileri ile hazirlanan
homojenatin aktivitesi, L-Dopa substrati kullanilarak belirlendi. Enzimin aktif bolgesine
kars1 davranisi, ortam pH’ma bagl olarak farklilik gosterdi. Degisen pH’a karsi aktivite
grafigi (Sekil 4. 1.) cizilerek L-Dopa substratiyla en yiiksek aktivite pH 5,5’te tespit edildi.

Literatiirde, Zaidi vd. tarafindan Agaricus bisporus'tan izole edilen tirozinazin optimum
pH'1 7,0 olarak tespit edilirken, Pleurotus ostreatus'tan izole edilen tirozinazin optimum
pH'inin 6,0 oldugu belirlenmistir (Zaidi, 2015). Sharma vd. tarafindan Pleurotus djamor’dan

izole edilen tirozinazin optimum pH’1 7,0 olarak belirlenmistir (Sharma, 2020).
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Sekil 4.1. Tirozinaz enzimi optimum pH grafigi
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Enzimin stabil oldugu pH’1 tespit etmek i¢in pH’lar1 5,0-6,0 araliginda potasyum fosfat
tamponu kullanildi. 5 farkli pH’taki tampon ¢ozeltiler ile hazirlanan homojenat 4°C’de
muhafaza edilerek aktiviteleri bir hafta boyunca kontrol edildi. 7. giin sonunda degisen pH’a
kars1 aktivite grafigi cizilerek (Sekil 4.2.) L-Dopa substratiyla en yiiksek aktiviteyi gosteren
stabil pH 5,25 olarak tespit edildi.
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Sekil 4.2. Tirozinaz enzimi stabil pH grafigi

4.2. Optimum Sicaklik Belirlenmesine Ait Bulgular

Tirozinaz enzimi aktivitesinin maksimum oldugu sicaklig1 belirlemek amaciyla boliim
3.2.6.’da anlatildig1 gibi aktivite degerleri belirlendi. Katekol substrati varliginda, optimum
pH sartlarinda, degisen sicakliga karsi aktivite grafigi (Sekil 4.3.) ¢izilerek katekol substrati

varliginda optimum sicaklik 20°C olarak tespit edildi.

Literatiirde, Zaidi vd. tarafindan yenilebilir bir mantar olan Agaricus bisporus’tan
saflastirilmig tirozinazin optimum sicakligi L-Dopa substrati varliginda 30 ile 65°C
araliginda calisilmis ve 35°C olarak belirlenmistir (Zaidi, 2015). Sharma vd. tarafindan,

Pleurotus djamor’dan saflastirilan tirozinazin optimum sicakligini belirlemek amaciyla L-
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Dopa substrat1 varliginda 30-80°C araliginda calisilmis ve en yiiksek aktivite gosterdigi

sicaklik 50°C olarak belirlenmistir (Sharma, 2020).
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Sekil 4.3. Tirozinaz enzimi optimum sicaklik grafigi

4.2. Kantitatif Protein Tayini

Enzim numunesinde protein miktar1 Bradford yontemiyle, BSA standart grafigi

kullanilarak tayin edildi (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Bradford metodu ile protein tayini i¢in kullanilan BSA standart grafigi

4.3. 4-Metil Katekol Substrati icin Km ve Vmax Degerinin Hesaplanmasi

Vmax V& Km degerlerinin hesaplanmasi i¢in optimum sartlarda 0,145 M, 0,217 M, 0,290

M ve 0,362 M olmak tiizere 4 farkli 4-metil katekol konsantrasyonunda enzim aktivitesi

Ol¢iildii. Her substrat i¢in 1/V ve 1/[S] degerleri hesaplandi. Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi.

4-metil katekol substrati varliginda, grafik denklemlerinden yararlanilarak Kn degeri 0,833

mMve Vmax degeri 1,12 olarak belirlendi (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. 4-Metil katekol Kim ve Vmax grafigi

4.4. Tirozinaz Enziminin Afinite Kromatografisi ile Saflastirilmasi Sonuclari

Aseton ¢oktiirmesi sonrasinda elde edilen enzim numunesi diyalizden sonra afinite
kolonuna yiiklendi. Eliiatlar 1,5 ml olacak sekilde toplandi. Absorbans degerleri (280 nm ve
500 nm’de) olgiilerek (Sekil 4.6. ve Sekil 4.7.), tiip sayisina karsi, enzim aktivite grafigi
cizildi (Sekil 4.8.). Ham ekstrakt ve kolondan alinan eliiatlardaki protein miktarlart ve

aktivite (EU/ml) degerleri hesaplanarak olusturulan sonuglar Cizelge 4.1.’de verildi.
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Sekil 4.6. Afinite kolonu 280 nm’de absorbans grafigi
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Sekil 4.7. Afinite kolonu 595 nm’de protein tayini grafigi
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Sekil 4.8. Tirozinaz enzimi afinite kromatografisi aktivite grafigi

Cizelge 4.1. P. ostreatus tirozinaz enziminin saflagtirma ¢izelgesi

Toplam Toplam Spesifik
aktivite protein aktivite
(EU)  (mg) (EU/mg)

Saflastirma Topl_am Aktivite Protein
Hacim

Basamaklar (ml) (EU/ml) (mg/ml)

Verim Saflastirma
(%) katsayisi

Ham ekstrakt 20 15,93 104,67 318,52 2093,34 0,152 100 1

Aseton

ey e . 10 19,54 14394 19537 143940 0,136 61,34 0,89
¢oktiirmesi

Sepharose-
4B-L-tirozin-
p-amino 3 19,35 68,54 58,06 205,61 0,282 18,23 1,54
Benzoik Asit
Afinite Jeli
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4.5. SDS-PAGE ve Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonuclar:

Afinite kromatografisi yontemi ile P. ostreatus tan saflastirilan tirozinaz enziminin
safligi SDS—Poliakrilamid jel elektroforezi (Sekil 4.9.) ve dogal jel elektroforezi ile kontrol
edildi. Jel Sygene G-BOX goriintiilleme cihazinda goriintiilendi (Sekil 4.10.).

Sekil 4.9. Tirozinaz enziminin SDS-PAGE gorseli

Sekil 4.10. Tirozinaz enziminin dogal elektroforez gorselleri
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SDS-PAGE ve NATIVE-PAGE jellerinde P. ostreatus’tan saflastirilan tirozinaz
enziminin molekiil agirlig1 yaklasik 97 kDA oldugu tespit edildi.

Literatliir c¢alismalarinda, P. ostreatus’tan saflastirilan tirozinazin molekiiler
agirhigimin genellikle 60 ile 120 kDA arasinda oldugu tespit edildi. Degisen molekiil
agirliklari; ¢alisilan kaynagin farkliligi, calisilan P. ostreatus "un spesifik tiirii, ekstraksiyon
yontemleri, kullanilan farkli kromatografik yontemler ve analitik teknikler gibi faktorlere

bagli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Haghbeen vd. tarafindan 2004’te Agaricus bispora’dan DEAE-Seliiloz (DE-52) ve
Sephadex G-200 kolonlar1 kullanilarak saflastirilan tirozinaz enzimi 128 kDA molekiil

agirliginda bulunmustur (Haghbeen vd., 2004).

Zaidi vd. tarafindan 2014°te Agaricus bisporus’tan DEAE-Seliiloz kromatografisi
ile saflagtirilan tirozinaz enzimini 95 kDA, Pleurotus ostreatus’dan yine DEAE-Seliiloz

kromatografisi ile saflagtirilan tirozinaz enziminin ise 75 kDA molekiil agirliginda

bulunmustur (Zaidi, 2014).

Sharma vd. tarafindan 2021°de Pleurotus djamor ‘dan DEAE-Seliiloz ve Hidroksiapatit
kolon kromatografisi yontemleri ile saflastirilan tirozinaz enzimi 90 kDA molekiil

agirhiginda bulunmustur (Sharma vd., 2021).

4.6. Tirozinaz Enzimi Aktivitesi Uzerine Pestisitlerin Etkisi

Pestisitlerin yaygin kullanimi, canlilarin siirekli olarak pestisitlere maruz kalmasina
neden olmaktadir. Baz1 enzimleri inhibe ederek calisan pestisitler insan ve c¢evre saglhigi
acisindan risk tagimaktadir. Her pestisit kimyasal 6zellikleri ve molekiiler etkilesimlere bagli
olarak canlilarda, organlarda ve dokularda farkli etkiler gostermektedir. Bu nedenle, belirli
pestisit gruplarinin farkli enzimleri de etkiledigi, 6zellikle dopamin metabolizmasinda rol
oynayan tirozinaz enzimini spesifik olarak inhibe edebildigi arastirmalarda yer almaktadir
(Martins-Gomez vd., 2022).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Agaricus_bisporus
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4.6.1. Tirozinaz enzim aktivitesi iizerine glifosat pestisitinin ICs0 de@erlerinin

belirlenmesine ait bulgular

ICso degerinin tespitinde; 3,62 molar sabit 4-metil katekol konsantrasyonuna karsi
bes farkli glifosat konsantrasyonlarinda aktiviteler belirlendi. Elde edilen aktivite
degerlerinden enzim aktivitesini yar1 yariya diigiiren inhibitdr konsantrasyonu olan ICsg, %

Aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek 0,807 mM olarak belirlendi (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. Glifosat pestisitinin tirozinaz enzim aktivitesi tizerine etkisi, ICso grafigi

4.6.2. Tirozinaz enzim aktivitesi iizerine glifosat pestisitinin Ki sabitlerinin

belirlenmesine ait bulgular

Glifosat inhibitoriiniin Kj sabitlerinin bulunmasina yonelik ¢alismada, oncelikle
inhibitor kullanilmadan 4 farkli substrat konsantrasyonunda aktivite degerleri bulundu.
Sonrasinda 4 farkli substrat konsantrasyonuna karsi, 3 farkli inhibitdr konsantrasyonunda
aktivite degerleri 6l¢iildii. 1/V ve 1/[S] degerlerinden Lineweaver-Burk grafikleri gizilerek,
Kj degeri ve inhibisyon tipleri tayin edildi (Sekil 4.12.). Grafik denkleminden yararlanilarak
Kidegerleri belirlendi (Cizelge 4.2.).
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Sekil 4.12. Glifosat pestisitinin tirozinaz enzim aktivitesi iizerine etkisi, K grafigi

Cizelge 4.2. Tirozinaz enzimi i¢in 1Csp degeri, K sabiti ve inhibisyon tiirii

Pestisit ICso (mM) | Ki(uM) | Ortalama K;(uM) | inhibisyon tiirii

4,74
Glifosat 0,807 2,21 2,97 £0,01 Yari yarismali
1,97

4.6.3. Tirozinaz enzimi ile paration metil pestisitinin calisiimasi

Paration metil pestisitinin sudaki ¢oziiniirligiiniin diisiik olmas1 sebebiyle sicak su
banyosu kullanilarak farkli sicakliklarda ¢oziilmeye calisildi. Sicaklik ¢oziiniirligli kayda
deger bir sekilde etkilemedi. Paration metilin ¢éziinmesini saglamak amaciyla alternatif
olarak DMSO ve etanol ¢oziiciileri denendi. %100, %90, %80, %70, %60, %50 oranlarinda
hazirlanan DMSO-H20 ve etanol-H;O ¢ozeltilerinde paration metilin ¢dziinmesi kontrol
edildi. %100 DMSO ve %100 etanol gibi ¢oziiciilerde homojen olarak ¢oziinmesine ragmen,

ortama su girildiginde ¢oziiniirliigiin tekrar bozulmasi ve %100 organik ¢oziiciilerde enzim



68

aktivitesinin, inhibitore kiyasla daha fazla diismesi sebebiyle bu pestisit ile ¢aligilamadi.
Sekil 4.13.’de ortama su ekledikten sonra meydana gelen heterojen durum ve tiipiin dibinde

tekrar katilasarak ¢oziiniirliigii kaybolan paration metil gorselleri gdsterilmistir.

Sekil 4.13. Farkli ¢cozeltilerde hazirlanan paration metil
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5. SONUC VE ONERILER

P. ostreatus tirozinaz enziminin kismi saflastirma islemi homojenizasyon, ¢oktiirme ve
diyaliz islemleriyle tamamlandi. Enzim ekstrakti her asamada 4°C’de santrifiij edilerek
istenmeyen proteinler ve safsizliklarin uzaklastirilmasi saglandi. Diyaliz islemi ve son
santrifiij islemi sonrasinda enzim numunesi Iyon degisim ve jel filtrasyon kolonlarina tatbik
edildi. Kolonlardan alinan eliiatlarda enzim aktivitesi gozlenmedi. Proteinlerin
saflagtirilmasi igin daha spesifik ayirma islemi gergeklestiren afinite kromatografisi ile
calisilmasina karar verildi. Afinite kolonu hazirlandi ve enzim numunesi (20 ml) sepharose-
4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit afinite kolonuna tatbik edildi. Toplanan eliiatlarda protein

ve aktivite tayinleri yapilarak grafikler olusturuldu (Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.).

Elde edilen homojenat ve sepharose-4B-L-tirozin-p-aminobenzoik asit kolonu
islemlerinden sonra saflastirma verileri hesaplandi. Tirozinaz enzimi i¢in verim; %18,23
belirlendi ve 1,86 kat saflastirildi. Spesifik aktivite; homojenatta 0,152 EU/mg, aseton
¢oktiirmesi sonras1 0,136 EU/mg ve sepharose-4B afinite kolon kromatografisi sonras1 0,282
EU/mg olarak bulundu. Afinite kromatografisi ile P. ostreatus’tan saflastirilan tirozinaz
enziminin safligit SDS-PAGE ve Dogal-PAGE ile kontrol edildi. Molekiil agirlig: yaklasik
97 kDA olarak belirlendi.

Bu tez ¢alismasinda tirozinaz enziminin saflagtiritlmasi ve karakterizasyonundan
sonra, glifosatin inhibisyon potansiyelini arastirmak amaglanmistir. Glifosatin (herbisit),
tirozinaz aktivitesi lizerindeki inhibitor etkisi dogrudan in vitro enzimatik inhibisyon
yontemleri Kullanilarak degerlendirildi. Saflastirma ve karakterizasyon islemlerinden sonra
P. ostreatus tirozinaz enziminin aktivitesi tizerine glifosatin etkisi, 4-metil katekol substrati
varliginda incelendi. Tirozinaz enzim aktivitesini yariya diisiiren inhibitor konsantrasyonun
gostergesi olan ICso degerini bulmak i¢in %Aktivite-[1] grafikleri ¢izildi (Sekil 4.11.).
Grafiklerdeki denklemler yardimiyla ICso degeri 0,807 mM olarak hesaplandi. Tirozinaz
enzimi lizerinde inhibisyon etki gdsteren glifosatin Kj sabitlerinin bulunmasi i¢in farkli 4
substrat konsantrasyonuna karsilik 3 inhibitér konsantrasyonu ile ¢alisildi. 1/V ve 1/[S]

degerleri belirlenerek Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. (Sekil 4.12.) K sabiti 2,97 uM olarak
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hesaplandi. Caligsmada etkisi incelenen glifosatin, tirozinaz enzimi tizerindeki inhibisyonu
“yar1 yarigsmali inhibisyon” olarak tespit edildi. Enzim inhibisyonu; enzim aktivitesi
inhibisyonuna dayali biyosensorlerin gelistirilmesi, pestisitlerin gelistirilmesi ve pestisit
varliginin tespit edilmesi, bazi hastalik mekanizmalarinin anlasilmasi, enzimi hedef alan
ilaglarin gelistirilmesi de dahil olmak {izere bir¢ok uygulamaya sahiptir. Enzim aktivitesi
inhibisyonunun  ¢esitli alanlarda o6nemli uygulamalara sahip olmasi, inhibisyon
caligmalarinin yapilmasi ve inhibisyon tiplerinin belirlenmesi, bdylece inhibisyona dayali

uygulamalarin gelistirilmesi 6nemlidir.
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