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OZET

Hypocrea jecorina SAF KULTURU ve Trichoderma reesei 1A
MUTANT SUSUNDAN GLUTAMINAZ ENZIMININ URETIMI

Dilara BULBUL
Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Tez Danigsmani: Dog. Dr. Emine KARAKUS

L-Glutaminaz (L-Glutamin amidohidrolaz EC 3.5.1.2), L-glutamini glutamik asit ve
amonyum iyonuna doniistiiren reaksiyonu katalizleyen Onemli bir enzimdir. Azot
metabolizmasinda dnemli bir role sahiptir. Son yillarda bu enzime olan ilgi terapotik ve
endistriyel kullanim alanlarindan dolay:r artmistir. Terapdtik agidan antilosemik ajan
olarak gorev almasinin yanisira fermente gidalarda da tat artirict 6zellik gostermekte
rolii bulunmaktadir.

Glutaminaz aktivitesi yaygin olarak bitkilerde, hayvansal dokularda ve bakteri, maya ve
kiifleri kapsayan mikroorganizmalarda gozlenmistir.

Hypocrea jecorina saf Kkiiltiirinden ve Trichoderma reesei 1A mutant susundan
glutaminaz enziminin mikrobiyal olarak {iretimi, liretilen enzimin optimum kosullarinin
belirlenmesi ve kinetik parametrelerinin hesaplanmast hedeflenmistir. Calisma
sonucunda her iki tiirden de elde edilen glutaminaz enziminin optimum pH degeri 8.0
ve optimum sicakhigi 50°C olarak bulunmustur. Ayrica her iki tiirden {retilen
glutaminaz enziminin termal kararliligt ve depolama kararliliginin oldukca yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Hypocrea jecorina saf kiiltiirti ve Trichoderma reesei 1A
mutant susundan {retilen enzimin kinetik parametreleri olan Ky ve v degerleri

Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek sirasiyla Ky degerleri 0.491 mM, 0.647 mM ve
V... degerleri 13.87 U/mL, 13.01 U/mL olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Glutaminaz, Hypocrea jecorina, Trichoderma reesei, enzim
tretimi, L-glutamin.

YILDIZ TEKNiK UNiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

GLUTAMINASE ENZYME PRODUCTION from Hypocrea jecorina
PURE CULTURE ve Trichoderma reesei 1A MUTANT STRAIN

Dilara BULBUL
Departmant of Chemistry
MSec. Thesis
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Emine KARAKUS

L-glutaminase (L-glutamine amidohydrolase EC 3.5.1.2) is the important enzyme that
catalyze the deamination of L-glutamine to L-glutamic acid and ammonium ions. It has an
important role in the nitrogen metabolism. Recently, L-glutaminase has received much
attention with respect to its therapeutic and industrial applications. Beside it acts as potent
antileukaemic agent and it shows flavorenhancing agent in the production of fermented
foods, too.

Glutaminase activity is widely distributed in plants, animal tissues and microorganisms
including bacteria, yeast and fungi.

It has aimed that microbial production of glutaminase enzyme from Hypocrea jecorina pure
culture and Trichoderma reesei 1A mutant strain, determination of optimum conditions and
calculation of kinetic parameters of these produced enzymes. As a result of work, it was
determined optimum pH value as 8.0 and optimum temperature as 50°C for glutaminase

enzyme produced both microorganism species. Ky and v, values, the kinetic parameters

of enzyme produced Hypocrea jecorina pure culture and Trichoderma reesei 1A mutant
strain, were determined as 0.491 mM, 0.647 mM of Ky values and 13.87 U/mL, 13.01
U/mL of Vmax values by plotted Lineweaver-Burk graphs, respectively.

In addition, termal stability and storage stability of glutaminase enzymes produced from
both microorganism species were determined as very high.

Key words: Glutaminase, Hypocrea jecorina, Trichoderma reesei, enzyme production, L-
glutamine.
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BOLUM 1

GIRIS
1.1 Literatiir Ozeti

Glutaminaz, L-glutamini glutamik aside doniistiiren reaksiyonu katalizleyen onemli bir
enzimdir. Glutaminaz aktivitesi genis olarak bitkilerde, hayvansal dokularda ve bakteri,
maya ve kiifleri kapsayan mikroorganizmalarda gézlenmistir. Mikrobiyal L-glutaminazin
antitimor aktivite 6zelligi fark edildiginden beri bu maddeye kars: ilgi ve dnem artmistir
[1]. Mikrobiyal olarak L-glutaminaz iiretimi literatiirde Aspergillus oryzae, Trichoderma
koningii, Beauveria sp., Zygosaccharomyces rouxii, Vibrio costicola, Lactobacillus reuteri,
Pseudomonaz acidovorans ve Pectobacterium carotovorum gibi mikroorganizmalar

kullanilmastir.
1.2 Tezin Amaci

Bu ¢alismada Hypocrea jecorina ve Trichoderma reseei mikroorganizmalar1 kullanilarak
glutaminaz enziminin mikrobiyal olarak {iretiminin gergeklestirilmesi ve karakterizasyon
calismalar1 yapilmasi amaglanmistir. Glutaminaz enziminin optimum calisma kosullarini
belirlemek amaciyla tampon konsantrasyonu, pH, sicakligin enzim aktivitesi iizerine etkisi

incelenmistir. Ayrica enzimin Ky ve v, degerleri hesaplanarak termal kararliligi

belirlenmistir.
1.3 Hipotez

Hedefledigimiz tiim c¢aligmalarimiz amacina ulasarak {irettigimiz glutaminaz enziminin
optimum kosullar1 belirlenmis olup ileride glutamin tayini i¢in biyosensdr hazirlamada
basarili bir sekilde kullanilmasi icin bir temel olusturmaktadir. Caligmalarimiz glutamin
biyosensorii hazirlama dogrultusunda devam edecektir. Literatiirde Hypocrea jecorina ve
Trichoderma reesei tiirlerinden glutaminaz enziminin tiretimine rastlanmamis olmasi

calismamizin 6zgiin oldugunu géstermektedir.
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BOLUM 2

ENZIMLER

2.1 Genel Bilgi

Proteinler aminoasitlerden olusmus makro molekiillerdir. Enzimler, biiyiikliikleri
20.000-100.000 Da arasinda olan proteinlerdir [2]. Tiim diger hiicre i¢i proteinler gibi
enzimler de DNA dizisindeki bilgilerin amino asit dizisine donistiiriilmesi ile
sentezlenirler. Aminoasitler yapilarinda karboksil grubu (-COOH), amino grubu (—
NH,) ve degisken bir R grubuna sahiptirler [3]. Bilinen 20 ¢esit aminoasit vardir.
Enzimlerin birbirinden farkli olmalarinin nedeni aminoasit dizilimlerinin farklh
olmasidir (Sekil 2.1). Enzimin aminoasit dizilimi ii¢ boyutlu yapisint ve hangi

reaksiyonu katalizleyecegini belirler [4].

Amino
ucu

Karboksil
ucu

COOH

Sekil 2.1 Enzimin yapisi [5]



Viicuttaki tiim reaksiyonlar, enzimler tarafindan yiritiliirler. Enzimler, kendileri
degismeden reaksiyonlarin hizimi arttiran protein katalizorleridir. Enerji acisindan
miimkiin olan bir ¢ok biyolojik reaksiyon arasinda enzimler reaktanlar1 (substratlar)
kullanighi yollara segili olarak kanalize ederler. Boylece enzimler biitiin metabolik

olaylar1 yonlendirirler [6].

Kimyasal termodinamik, dengenin AG°=-RTInK esitligine gore bir kimyasal
reaksiyonun serbest enerjisi ile baglantili oldugunu Ogretir. Reaksiyonlar, denge
konsantrasyonlar1 ayarlanincaya kadar devam ederler ki bu durumda serbest enerji
AG=0 dir. Kataliz, serbest enerjide bir degisme olmayip sonucu belirleyen adimin
aktivasyon enerjisinin diisliriilmesidir. Bu, enzimin, enzim-substrat kompleksine
baglanmis substrat ile etkilesmesi sayesinde olusur [7]. Enzimlerin ayirict
ozelliklerinden biri de substrat segiciligidir. Her biri farkli bir substrata baglanarak bu
substratin iiriine doniigmesine yardimct olurlar. Sekil 2.2 enzimin substratina baglanma

sekillerini gdstermektedir [4].

kataliz

Co=(a

(b}

—— kataliz

Sekil 2.2 Enzimin substratla baglanma sekilleri: (a) Enzim-substrat (b) Enzim-substrat-
kofaktor iliskisi [2]

Bazen kofaktdr bu baglanmaya yardimer olabilmektedir. Enzimle substrati arasindaki
bag kovalent degildir. Enzimin aktif merkezi substratin dis yilizeyinin aynadaki

gorlintiisii gibidir ve birbirlerini biitlinlerler. Dort ¢esit enzim substrat iligkisi vardir [4]:



* Elektrostatik iligkiler
* Hidrojen baglar1
* Polar olmayan (Van der Waals) baglar

* Hidrofobik iliskiler

Sadece canlilar tarafindan sentezlenebilen enzimler hiicre icindeki reaksiyonlari
diizenleme ozelliklerinin yani sira hiicre disinda da faaliyet gosterebilirler. Enzimler,
protein yapisina baglanabilen ancak kendisi protein yapida olmayan organik ve
anorganik molekiiller de icerebilirler. Bu tarz kompleks yapilarda enzimin protein kismi
“apoenzim”, protein olmayan kismi ise “koenzim” olarak adlandirilir. ikisinin
olusturdugu yapiya ise “haloenzim” denir [8]. Enzimlerin ii¢ boyutlu yapisinda yapilan
calismalar gostermistir ki enzimler katalitik aktiviteden sorumlu ““aktif bolge” olarak
adlandirilan bir bolgeye sahiptir. Bu bolge enzimin %10-%20’lik kismini meydana
getirir [2].

Gilinlimiizde enzimler mikrobiyoloji, biyokimya, tip, miihendislik, botanik, temizlik
maddeleri ve tarim gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir [9]. Enzimler atik sularin
bertarafinda, iyilestirilmesinde, renk gideriminde, tekstil atik sularinin aritiminda, aktif
camur sisteminde ve ipek endiistrisinde biyoaktif peptidlerin par¢alanmasinda gibi

c¢esitli alanlarda kullanilmaktadir [10].

2.2 Enzimlerin Isimlendirilmesi

Her enzime iki isim verilmistir. Birincisi giinliik kullanim i¢in olan, kisa, Onerilen
ismidir. Ikincisi enzimin detayli olarak tanimlanmasi gerektiginde kullamlan, daha

kapsamli sistematik ismidir [6].

2.2.1 Onerilen isim

En sik kullanilan enzim isimlerinde reaksiyonun substratina, 6rnegin, glukozidaz, iireaz,

stikraz, veya yapilan igin tanimina, 6rnegin, laktat dehidrogenaz ve adenilat siklaz, -az



eki getirilmistir. (Not: Baz1 enzimler, ilgili enzimatik reaksiyon hakkinda hi¢bir ipucu

vermeyen orijinal, siradan isimlerini korurlar, 6rnegin, tripsin ve pepsin) [6].

2.2.2 Sistematik isim

Uluslararas1 biyokimya ve molekiiler biyoloji birligi (IUBMB) enzimlerin her birinin
sayisiz alt grup igeren alt1 ana sinifa boliindiigii bir isimlendirme sistemi gelistirmistir
[6]. Her enzime sistematik kod numarasi verilmistir. Bu numara EC harflerinden sonra
art arda gelen dort rakamdan meydana gelir. EC numarasini olusturan dort rakamdan ilk
rakam enzimin bagli oldugu siifi gosterirken, ikinci rakam alt sinifi, ti¢iincii rakam alt-
alt sinift ve dordiincii ise alt-alt siiftaki seri numarasint gosterir. Enzim siniflar1 ve

reaksiyon tipleri Cizelge 2.1°de verilmistir [9], [11].

Cizelge 2.1 Enzim siniflari [7]

Enzim Siniflari Reaksiyon Tipi

Oksidorediiktazlar Indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonlar1
Transferazlar Fonksiyonel gruplarin transferleri
Hidrolazlar Hidroliz reaksiyonlari

Liyazlar Cift baglara ekleme

Izomerazlar Izomerizasyon reaksiyonlari

Ligazlar ATP bdliinmesiyle bag olusumu

2.3 Enzimlerin Aktif Bolgeleri

Bir enzimin aktif bolgesi, substratlar1 (varsa kofaktorleri) baglayan ve bag yapim ile
yikiminda gorev yapan rezidiileri kapsar. Bunlara katalitik grup adi da verilir [11]. Aktif
bolge substrata komplemanter olan {i¢ boyutlu bir yiizey yaratan aminoasit yan zincirleri
icerir. Aktif bolge substrati baglayarak bir enzim-substrat (ES) kompleksi meydana
getirir (Sekil 2.3). ES, sonradan enzim ve {iriine par¢alanan enzim-iiriin (EP)’e doniisiir

[6].



Aminoasit IT
Aminoasit I Substrat

Aminoasit IIT

Bagh Substrat

(b)

Sekil 2.3 Enzimlerin aktif bolgesi: (a) Substrata komplementer ii¢ boyutlu bir yilizey
meydana getiren aminoasit yan zincirleri, (b) Enzim-substrat (ES) kompleksi [12]

1. Aktif bolge, enzimin toplam hacmine oranla kii¢iik bir kismin1 olusturur.

2. Aktif bolge, enzimin lineer yapisinin degisik noktalarinda bulunan gruplarin bir

araya gelerek olusturduklari {i¢ boyutlu karmasik bir bolgedir [11].

3. Substratlar enzimlere nispeten zayif kuvvetle baglanir. ES komplekslerinin
denge sabitleri 10°-10°M arasinda degisir. Bu da 3 ile 12 kcal/mol arasinda
degisen bag enerjilerine karsilik gelir.Halbuki kovalent baglarin kuvveti 50 ile
110 kcal/mol arasindadir [11]. Bazi durumlarda ise enzim proteinindeki
reaksiyon iki adimda gerceklesir. Bir reaksiyon ortagi (veya molekiiliin bir
kismi) once ana valense gore protein baglanir ve ancak ikinci adimdan sonar ara

bilesikten iiriin olusumu gerceklesir [7].

4. Aktif bolgeler bir yarik veya girinti iginde yer alirlar. Girinti i¢inde, baglanma ve
kataliz i¢in gerekli polar gruplar vardir. Girintinin apolar karakteri substratin

baglanma giiciinii de artirir [11].

5. Spesifik bir baglanma, atomlarin aktif bolgede belirli tarzda diizenlenmeleri
sonucu miimkiin olur. Substrat bu bolgeye tam oturabilecek sekle sahip
olmalidir. Enzimle substrat arasindaki bu anahtar-kilit modeli kataliz olaymin
sterospesifikligini ag¢iklamaktadir. Bununla birlikte, son zamanlarda yapilan
caligmalar bazi enzimlerin aktif bdlgelerinin rijid bir yapida olmadigini

gostermistir. Bu tip enzimlerde aktif bolgenin sekli substratin baglanmasiyla



degisiklige ugramaktadir. Bolge yalniz baglanmadan sonar substrata
komplementer hale gelmektedir. Bu ikinci ¢esit baglanma modeline etkilesme

sonucu uygunluk modeli (induced fit) (Sekil 2.4) ad1 verilir [11].

/\ Substratlar Uriin. %
[ 8

X / e * /‘_/

A -

*

Enzim-Substrat

Kompleksi Enzim

Enzim

Sekil 2.4 Etkilesme sonucu uygunluk modeli (induced fit) [13]

2.4 Enzim Aktivitesi Tayini

Bir ¢6zelti veya doku ekstrakti i¢indeki enzim miktari, enzimin katalitik aktivitesinden

faydalanarak bulunur. Bu is i¢in enzim hakkinda su bilgiler gerekmektedir [11]:

1. Katalizlenen reaksiyon denkleminin net stokiyometrisi,

2. Enzimin kofaktor veya metal iyonuna ihtiyacinin olup olmadigi,
3. Substrat ve varsa kofaktorii i¢in Ky degerleri,

4. Optimum pH’si,

5. Enzimin kararl1 ve aktivitesinin yiiksek oldugu sicaklik araligi,

6. Substratin kaybolus veya lirliniin olusum hizlarinin tespit edilebildigi basit bir

analitik metod.

Bir ¢ozelti i¢indeki enzim aktivitesi “enzim {initesi” cinsinden verilir. 25°C’da ve
optimal sartlarda 1 pmol (10® mol) substrati bir dakikada iiriine doniistiiren enzim

miktarina “enzim tnitesi” denir ve EU veya U seklinde gosterilir [11].



Uluslararas1 0l¢ii sistemine gore zaman birimi “saniye”, madde miktar1 birimi “mol”
oldugundan bu sistemde enzim aktivite birimi kataldir. 1 katal enzim, belirli sartlar

altinda saniyede bir mol madde doniistimiine sebep olur [11].

Baz1 enzimler i¢in 6zel iinite tanimlar1 da vardir. “Spesifik aktivite” (0zgiil aktivite)
terimi de mg protein bagina diisen enzim {nitesi (U/mg protein) olarak tarif edilir. Bu,
enzim saflifinin bir Olgiisiidiir ve enzim izolasyonu esnasindaki basamaklarda
maksimum ve sabit bir degere ulasir. Boylece enzimin saf halde elde edildigi anlasilir

[11].

Birim zamanda bir enzim molekiilii tarafindan donilistime ugratilan substrat
molekiillerinin sayisini veya ayni sey olan pumol enzim basina pmol substrat sayisini,
yani molar aktiviteye turnover sayisi denir. Turnover sayisinin hesaplanmasi i¢in yalniz
enzim aktivitesi degil, bagil molekiil kiitlesi de bilinmelidir. Yiiksek bir turnover sayisi

katalizlenen reaksiyonun ¢ok hizli yiiriidiigli anlamindadir [7].

2.5 Enzim Aktivitesi Uzerine Etki Eden Faktorler

2.5.1 Substrat Konsantrasyonu

Substrat konsantrasyonda yapilan artirma reaksiyon hizini artirir. Bunun nedeni, enzim
molekiillerinin daha fazla substrat molekiilleri ile ¢arpisarak reaksiyon yoniinii iiriinlere
dogru ilerletmesidir [14]. Fakat bir noktadan sonra substrat konsantrasyonu ne kadar
artarsa artsin hizin sabit kaldig1 gézlenir. Bunun nedeni biitlin enzimlerin dolu olmasi ve
calismasidir. Buna “maksimum hiz (v__ )" denir [4].

max

2.5.2 Enzim Miktar

Enzimle katalizlenen reaksiyonlarda substrat konsantrasyonu yiiksek miktarda ise,

reaksiyonun baslangic hizi (v, ), enzim konsantrasyonu ile dogru orantili olarak artarken

reaksiyon hizi belli bir diizeye vardiginda ise azalir [15].



2.5.3 pH Etkisi

Her enzim i¢in aktivitelerin maksimum oldugu pH degerleri vardir. Bu degerlerin
lizerinde ve altinda aktivite diiser. Bununla birlikte biitiin enzimlerin pH-aktivite egrileri

ayni sekilde degildir. Bir enzimin pH-aktivite iliskisinde etkili olan faktorler [11]:

1. Substrati1 baglamada gorev alan ve enzimin aktif bdlgesinde bulunan

iyonlagabilir gruplari pK’si,
2. Enzime baglanma olayinda gdérev goren substrat gruplariin pK’si,
3. Enzim iizerindeki katalitik goreve sahip gruplarin pK’si,

4. Enzimin biyolojik olarak aktif konformasyonunu belirleyen gruplarin pK’si.

pH-aktivite egrileri, her bir pH i¢in substratla doyurulmus enzim ¢ozeltileri ile yapilan

deneyler sonucu elde edilir. Ciinkii bir cok enzimin Ky sabiti pH ile degisir [11].

Bir enzimin optimum pH’s1 normal hiicre i¢i ortam1 pH’s1 ile ayn1 degildir. Bu durum
hiicre icindeki enzim aktivitesinin kontroliinde, pH-aktivite iligkisinin 6nemini

gostermektedir [11].

2.5.4 Sicaklik Etkisi

Sicakliktaki artis kimyasal reaksiyonlara katilan molekiillerin kinetik enerjilerinin
artmasina ve reaksiyon hizinin belli oranda yilikselmesine yol acar. Enzimlerin
katalizledigi reaksiyonlar da kimyasal reaksiyonlara benzer 6zellikler gosterir [4]. Isinin
daha da arttirilmas1 sonucunda enzimin ii¢ boyutlu yapis1 bozularak denatiirasyona bagl
olarak reaksiyon hizinda bir azalma meydana gelir [4], [6]. Sekil 2.5’de bir enzimin

denatiirasyona ugramadan onceki ve sonraki yapisi gosterilmistir.



SR

-bivolojik aktivitesini kaybeder-

Enzim

Sekil 2.5 Enzim denatiirasyon ve renatlirasyonu [16]

Enzim yapisindaki bozulmalar aktif merkezin konfigiirasyonunu degistirir ve enzimin
katalitik 6zelligi kaybolur. Reaksiyon hizi optimum sicakliga ulasincaya kadar artar,

optimum sicaklikta en yliksek seviyeye ulasir [17].

2.5.5 Kofaktor Konsantrasyonu

Bazi enzimler, enzimatik reaksiyon icin gerekli olan bir nonprotein kofaktorle
birlesirler. Siklikla karsilasilan kofaktorler arasinda metal iyonlar ( Zn®*, Fe**) ve
koenzim olarak bilinen, genellikle vitamin tiirevi olan (NAD*, FAD, koenzim A)
organik molekiiller yer alir. Holoenzim, kofaktoriiyle birlikte enzimi ifade eder.
Apoenzim, holoenzimin protein kismini ifade eder. Uygun kofaktor yoksa, apoenzim
biyolojik aktivite gosteremez. Prostetik grup enzimden ayrilamayan sikica bagli bir

koenzimdir [6].

2.6 Enzim Kinetigi

2.6.1 Michaelis-Menten Esitligi

Enzim kinetigi, enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin hizlariin incelendigi bir
konudur. Kimyasal kinetigin temel prensipleri burada da gecerlidir. Ger¢i kimyasal
kinetik, reaksiyon hizlarinin kantitatif incelenmesini kapsamasinin  yanisira

reaksiyonlarin mekanizmalariyla da ilgilenir. Fakat, burada enzim kinetigi basligi
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altinda daha c¢ok biyokimyasal reaksiyonlarin hizlar1 kantitatif olarak incelenerek ve

buna etki eden faktorleri de ele alinacaktir [11].

Kimyasal reaksiyonlarin kinetigi ile ilgili genel prensiplerin enzimli reaksiyonlarda da
uygulanir. Bununla beraber bu reaksiyonlarda bazi farkli 6zellikler vardir. Bunlarin en
onemlisi enzimlerin substratlarina doyma olayidir. Diisiik substrat konsantrasyonunda,
reaksiyon hiz1 substrat konsantrasyonuyla orantili olarak artar, yani reaksiyon substrata
gore birinci mertebededir. Substrat konsantrasyonu arttirildigi zaman, reaksiyon hizi
artisinda bir azalma gozlenir ve bu bolimde reaksiyon sifirinct ile birinci mertebeler
arasinda karisik bir mertebeye sahip olur. Substrat daha da artirildiginda hiz sabitlesir ve
substrat konsantrasyonuyla degismez. Bu boliimde reaksiyon sifirinct mertebededir ve
biitiin enzim molekiilleri substratla birlesmis, yani doymus haldedir. Biitliin enzimler
sOzii edilen doygunluk 6zelligini gosterirler. Ancak, her birisinin bu hale erisebilmeleri

farkli substrat konsantrasyonlarinda miimkiin olur [11].

Enzimlerin biyolojik katalizorleri oldugunu biliyoruz. Kimyasal katalizérlerin
reaktantlarla daha diisiik enerjili ge¢is kompleksleri olusturdugunu biliyoruz. Enzimler
de substratlariyla ve bazen de koenzimleriyle kompleksler olusturur (ES ile gosterilir).

Doygunluk durumunda ortamdaki biitiin enzim ES halindedir, yani [Er]=[ES]’dir [11].

=
-
o

A
ju

Realsiyon Hizi, ¥

Substrat Konsantrasyonu, [3]

Sekil 2.6 Enzimatik reaksiyonun hizina substrat konsantrasyonunun etkisi [18]
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1913 yilinda Leonor Michaelis ve Maud Menten, enzimli reaksiyonlarm ilk
basamaginda bir ES olusmasindan ve enzimlerin doygunluk 6zelliginden yola ¢ikarak,
Sekil 2.6’daki grafigi verecek bir model gelistirdiler. Bu model bir ¢ok enzimin kinetik
Ozelligini agiklamada basarili olmustur. Michaelis ve Menten, enzimli bir reaksiyonu

Esitlik 2.1°de verilen denklemle gosterdiler.

E+ST2ES—5>E+P e

Buna gore; enzim (E) ve substrat1 (S) k; hiz sabiti ile ES; enzim-substrat kompleksini
olusturmaktadir. ES kompleksinin iki yolu vardir: Ya k; hiz sabiti ile tekrar E ve S’ye
ayrisacak veya k; hiz sabiti ile lriine (P) doniistiirecektir. Burada iiriiniin tekrar ES
kompleksine doniisemeyecegi farz edilmektedir. Uriin konsantrasyonunun ihmal
edilebilecek seviyede oldugu baslangic durumunda, bu varsayim tamamen dogrudur.

Yukaridaki reaksiyonda iiriiniin olusum hiz1 Esitlik 2.2°de verilmektedir.

V= @ =k,[ES] (2.2)
dt

Burada ES terimini enzim ve substrat konsantrasyonlar1 gibi bilinen degerler cinsinden

gostermemiz gerekmektedir. ES’nin olusma ve pargalanma hizlar Esitlik 2.3 ve 2.4°te

verilmektedir.

d|ES

AN _ i rE1s) 23
dt

—% =k,[ES]+k,[ES] (2.4)

ES kompleksi konsantrasyonunun reaksiyon boyunca nisbeten sabit kaldigi, yapilan
spektroskopik ¢alismalarda bulunmustur. Bu da ES kompleksi olugsma hizinin

parcalanma hizina esit olmasiyla miimkiindiir. Béylece Esitlik 2.5 elde edilir.

d[ES] :_d[ES]
dt dt

(2.5)
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k[ E1LS]= (k, + Kk )LEST+ES]

Buradan [ES] ¢ekilip bir diizenleme yapilirsa Esitlik 2.6 elde edilir.

Es]— _LEIS]

= (2.6)
(k, +k;)/k,

Bu esitlikteki sabitleri tek bir terimde toplamak icin (ko+ks)/k;=Ky yazariz. Burada

Ky’ye Michaelis sabiti ad1 verilir. Bu sabit yerine kondugu zaman Egsitlik 2.7 elde edilir.

[ES]= [12—[5] (2.7)

M

Esitlik 2.7°de pay’da bulunan [E] ve [S] terimleri incelenirse burada herhangi bir andaki
S konsantrasyonunu baglangigtaki ile ayni alabiliriz. Cilinkii enzim konsantrasyonu
substrat konsantrasyonundan pek ¢ok defa kii¢iik oldugundan reaksiyon boyunca S
konsantrasyonunun degismedigini kabul ederiz. Fakat serbest haldeki enzim
konsantrasyonu ([E]), toplam enzim konsantrasyonu ([Er]) ile [ES] arasindaki farka

esittir (Esitlik 2.8).
[E]=[E;]-[ES] (2.8)
Bu ifadeyi Esitlik 2.7°de [E]’nin yerine koyarsak Esitlik 2.9 elde edilir.

(ES]= (LE;] —K[ES])[S] 09)

M

Esitlik 2.9°u [ES] i¢in ¢ozdiigiimiizde Esitlik 2.10 elde edilir.

S
[ES]= [ET][S][?]K (2.10)

V= k3 [ES] denkleminde [ES] yerine Esitlik 2.10°da elde edilen denklem konursa

Esitlik 2.11 elde edilir.

13



[S]
—k|E ]———
v=hl T][S]+KM 1D

[Er]=[ES] doygunluk halinde reaksiyon maksimum hizla vyiiriir. Oyleyse
Vi — k3 [ET] olacaktir. Elde edilen bu denklem Esitlik 2.11°de yerine koyulursa
Esitlik 2.12 elde edilir.

Vinax [5 ]

V=—"T"T—"" (2.12)
[S]+K,,

Bu esitlige Michaelis-Menten denklemi adi verilir ve Sekil 2.6’daki egrinin kinetik
ozelliklerini ifade eder. Diisiik substrat konsantrasyonlarinda Ky>>[S] olacagindan [S]

ihmal edilir ve denklem diizenlenir (Esitlik 2.13).

.
y=—"—2[5] (2.13)
M

Sekil 2.6’daki egrinin baslangic kism1 Esitlik 2.12°deki v -[S] iligkisini gostermektedir.
[S]>>Kwm oldugu yiiksek substrat konsantrasyonunda Esitlik 2.12°deki Ky, ihmal edilir

ve v=v__olur. Burada biitiin enzim substratla doymus ve artan [S] ile hiz degismeyen

bir sabit maksimum hiza ulagsmistir.

Hizin v /2 oldugu durumda, degerleri Michaelis-Menten esitliginde (Esitlik 2.12)
yerine koyarsak, K,, =[S] sonucunu elde ederiz. Buradan Ky sabitinin tanimini,

“maksimum hizin yarisina erisildigi andaki substrat konsantrasyonu” olarak

aciklayabiliriz. Birimi de mol/L’dir.

Michaelis-Menten denklemi, enzimatik etkinin Kkantitatif incelenmesinde, biitiin
enzimler i¢in temel bir fikirdir. Fakat bir ¢ok enzim, bu esitligin ¢ikarilmasi esnasinda
Kabul edilen 1ideal sartlara uymayabilir. Mesela birden fazla enzim-substrat
kompleksinden sonra {iriin olusabilir. Yani reaksiyon Esitlik 2.14’teki gibi tek
basamakta degil, birden ¢cok basamaklar halinde gerceklesir.
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E+Se—=AES|c—=(EZ1——={EP]—>E+P (2.14)

Bunun disinda bazi reaksiyonlarda iki veya daha fazla sayida substrat olabilir. Boyle bir
durumda ES;, ES, ve ES;S, gibi ii¢ ayr1 enzim-substrat kompleksi olusabilir. Bu tip
enzim reaksiyonlarinin kinetik analizi ¢ok karmasiktir ve c¢oOziimleri bilgisayarlar
araciligtyla yapilir. Bununla birlikte biitlin enzimlerin kinetiginin analizinde

baslangictaki Michaelis-Menten esitliginden faydalanilir (Esitlik2.1) [11].

2.6.2 K,,ve v__ Degerlerinin Onemi

Enzimlerin Ky degerleri birbirlerine gore farklilik gosterir. Bir ¢ok enzim icin bu deger
107" ile 10°M arasindadir. Ky degeri enzim konsantrasyonuna bagli degildir. Substratin
yapisi, pH, sicaklik ve iyonik siddetle degisebilir. Birden fazla substrata sahip

enzimlerde, her substrat i¢in ayr1 bir Ky degeri vardir [11].

Ky degerinin iki anlami vardir. Birincisi Ky, enzimin aktif bolgelerinin yarisinin
doldugu substrat konsantrasyonudur. lkincisi, Ky degerinin hiz sabitleriyle
K, =(k,+k;)/k seklinde esitligi bulunmaktadir. Bu esitlikten faydalanarak
anlasilmaktadir ki Ky degeri, enzimin substratina olan ilgisinin bir dl¢iitiidiir. Yiiksek

Kwm zayif baglanmayi, diisiik Ky kuvvetli baglanmayi ifade eder [11].

Enzimlerin v, degerleri de birbirlerinden ¢ok farklidir. Aym zamanda substratin
yapisi, pH, sicaklik ve iyonik siddetle de degisirler. v enzimin katalitik aktivitesinin

bir ifadesidir. Ciinkii v, = k;[E; ]ile verilen maksimum hiza belirli konsantrasyondaki

enzimin substratiyla doygunluk durumunda erisilir. Doygunlugun c¢ok iizerindeki

substrat konsantrasyonlarinda hiz, enzim miktariyla dogru orantilidir [11].
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2.7 Glutaminaz Enzimi

Sistematik olarak glutamin aminohidrolaz olarak isimlendirilen enzimin diger
isimlendirme sekilleri de glutaminaz, glutaminaz I ve L-glutaminaz’dir [19], [20], [21].
Glutaminaz enzimi, serin bagimli beta-laktamaz ve penisilin baglayici proteinler
ailesine aittir [22]. Glutaminaz, katalizledigi kimyasal reaksiyona bagli olarak enzim
numaralandirma sistemine gore ise EC 3.5.1.2 seklinde isimlendirilir. Sekil 2.7°de

glutaminazin ait oldugu enzim sinifi sematize edilmistir.

/'iEC 3... e Hidrolazlar

/ EC 35, * Karbon-azot baglarinda

/ etkili enzimler
’ * Lineer amidlere etkili
/ EC35.1... Loees &

/ EC35.12 ——

Sekil 2.7 Glutaminaz enziminin dahil oldugu enzim sinifi [23]

Bu enzim hidroliz yoluyla L-glutaminden, L-glutamik asit ve NHj3; olusumunun

katalizinden sorumludur (Sekil 2.8) [24].

0 0 0 0

H
)J\/\/lL Gluaminaz )J\/\/lL I
HO” % NH; + H20 == HO" Y OH 4 N
NH> NH,
L-Glutamin L-Glutamik Asit Amonyak

Sekil 2.8 L-glutaminaz enziminin katalizledigi reaksiyon [25]

Enzim, katalizledigi reaksiyon sonucu agiga ¢ikan glutamik asitten dolay:1 gidalarda tat
artirict Ozellige sahiptir bundan dolayr gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilir.

Bunun yaninda ilag sektoriinde de yaygmn kullanim alanina sahiptir. Enzimin
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antilosemik ajan olarak gorev yapmasi ile 6nemi artmistir. Bunun yaninda glutaminaz B
intraseliiler glutamin havuzunun diizenlenmesinde de gorev almaktadir [26], [27], [28],

[29].

L-glutaminaz fermente gidalarda glutamik asit igeriginin artmasina sebep olur bu da
gidalarda lezzet artisini saglar. L-glutaminaz glutamik asit sentezinde aktivite gosteren
bir enzimdir bu da Shoyu Koji'’nin enzimik sindiriminde énemli bir katki maddesidir.
Cin yemeklerinde tat arttirici olarak kullanilan mono sodyum glutamatin (MSG;
glutamik asidin endiistriyel kullanim formu) yerini L-glutaminaz almistir. Bunun en
biiyiik nedeni bazi insanlarin glutamata kars1 alerjik fonksiyon gdstermesidir [1]. Mono
sodyum glutamat bazi insanlarda hirilti, kalp atis hizinda degismeler ve nefes alma

zorlugu gibi negatif etkilere sebep olduguna dair tartismalar bulunmaktadir [30].

Glutaminaz genellikle soya sosu gibi fermente gidalarda lezzetli tad1 denetleyen 6nemli
bir enzim olarak kabul edilmektedir. Soya sosu yapiminda lezzetli bir tat elde edebilmek
icin glutamik asit diizeyinin yiiksek olmasi1 dnemlidir. Gidalarda ortamin glutamik asit
konsantrasyonunu artirarak tat verici 6zelliginden dolayr gida endiistrisinde yaygin

olarak kullanilir. Bu benzersiz tat “umami” ad1 ile adlandirilmaktadir [1], [31], [32].

Dilimiz bes temel tadi birbirinden ayirt edebilir. Bunlar, tath, tuzlu, aci, eksi ve
umamidir  (Sekil 2.9) [33]. Temel tat, oteki tatlarin kombinasyonuyla
olusturulamayacak, bagimsiz bir tattir. Temel tatlardan umami, 1908'de Dr. Kikunae
Ikeda tarafindan kesfedilmistir. Kendisi kombu dashi (esmer su yosunu varek 0zii)
tadina odaklanmis ve tat bileseninin glutamat oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu tada
"umami" adm vermistir [34]. Umami, Japonya’da yiizyillardir bilinen bir tattir; ancak
arastirmacilar, dildeki umami tat alicilarini yeni kesfettiler (Sekil 2.10). Ozellikle,
glutamat igeren besinlerden umami duyumu aliyoruz. Bu tadi, balik, et iirlinleri, peynir,

domates, bezelye, misir gibi besinlerde buluruz [31], [33].

' Shoyu; soya fasulyesi, kavrulmus bugday, deniz tuzu ve kojiden (Aspergillus oryzae) yapilmis, soya
sosu i¢in kullanilan Japonca bir kelimedir. Nemli ortamda fermente olup gelisen sporlar benzersiz bir
enzim {retirler. Bu yontemle soya sosu iiretimi Japonya’da 1600°li yillardan beri uygulanan bir
yontemdir [35].
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Tsu;zu Bitter
gikolata

Kavun

—

Salara Limonlu
Sosu Tart

Sekil 2.9 Dilimizin ayirt ettigi tatlar [36]

E a Tat alma cisimecigi

I Tat alma cisimecigi
5 E Tat alma cisimecigi

Tat alma hocresi T8t ghzenagi  Epitel hocresi Umami  Tath Ao Eksi  Tuzlu

'I[_—;LZ } - ) IE [I] UT ) ﬁ:ﬂlﬂ:m“ zan

A T Tat siniri
Tat alma cisimcigi

Ed
i Soft Palate;
o e

Dil

Tat reseptérleri

Sekil 2.10 Dildeki tat alicilar1 [34]

Glutaminaz enziminin endiistriyel uygulamasinin yani sira terap6tik kullanim alani da
bulunmaktadir. Bu enzim kuvvetli antilésemik ajan 6zelligi ile saglik alaninda kullanimi

s0z konusudur [1]. Klinik alanda yapilan ¢aligmalarda fosfat-aktive edilmis glutaminaz

enizminin antineoplastik” 6zellik gosterdigi rapor edilmistir [30].

% Tiimér hiicrelerinin gelisimini 6nleyen.
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Sekil 2.11 Glutaminaz enziminin yapisi [23]

Memeli hiicrelerden L-glutaminaz enzimi cDNA’s1 izole edilerek dizi analizi
gerceklestirilmisitir (Sekil 2.11) [29]. Insanlarda glutaminaz enziminin iki izoformu
bulunmaktadir. Bunlardan biri kromozom 2’de lokalize olmus bobrek tipi “K-tipi”
glutaminaz (KGA), digeri kromozom 12’de lokalize olmus karaciger tipi “L-tipi”
izozimidir (LGA) [37], [38]. LGA, karacigere bagli olmayan bolgelerin dagiliminda
gorev alir. Bobrek tipi glutaminazin en aktif oldugu kisimlar; bobrek, dogal ve sonradan
kazanilmis bagisiklik sistemlerinde hizla boliinen hiicreler ve ince barsagin villus

enterositleridir [37].

Glutaminaz enzimi barsagin ana solunum yakiti olan amonyum ve glutamat iirtinlerini
olusturur. Glutaminaz enzimi barsak metabolizmasinin merkezinde gorev alan enzimdir:
Glutaminaz enziminin katalizledigi reaksiyon sayesinde amino gruplarinin nakli
kolaylasir. Enerji verimine yonelik ya da pirimidin niikleotidlerin biyosentezinde de
gorev alir. Yapilan caligmalarda barsakta glutamin yoklugunda koérelmeler (atrofi)

meydana geldigi gozlenmistir [37].
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(1) Acilleme NH:

/‘

Glutamin + Enzim +—— Glutamin # Enzim ———# 7-Glutamil « Enzim

i2)  Deagilleme

H-0 Glutamik asit + Enzim (hidroliz)

T-Glutamil « Enzim

Sekil 2.12 Glutaminaz enziminin katalizledigi reaksiyonun mekanizmasi [26]

“Glutamil hidroksamik asit + Enzim(hidroksilaminoliz)

Glutaminaz aktivitesi genis olarak bitkilerde, hayvansal dokularda ve bakteri, maya ve
kiifleri kapsayan mikroorganizmalarda gozlenmistir. Mikrobiyal L-glutaminazin
antitimor aktivite Ozelligi fark edildiginden beri bu maddeye karsi ilgi ve Onemi

artmastir [1].

Glutaminaz enzimi fonksiyonlarinin 6nemini 6zetlemek gerekirse, L-glutaminaz enzimi
antiretroviral® ajan olarak, "-glutamil transfer reaksiyonlari ile theanine gibi baz1 6zel
kimyasallarin sentezinde, L-glutamin miktarinin tayini i¢in biyosensor uygulamalarinda
ve gida endiistrisinde tat ve aroma artirici olarak genis kullanim alanina sahiptir [28],
[39]. Glutaminaz enziminin literatiirde farkli mikroorganizma tiirlerinden iiretimi

gerceklestirilmistir. Bunlardan bazilar Cizelge 2.2°de sunulmustur.

3 HIV viriisiiniin viicutta gogalmasim ve etkinlesmesini engelleyen, tedavi eden.
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Cizelge 2.2 Glutaminaz iiretiminde kullanilan mikroorganizmalar

Mikroorganizma Ref Mikroorganizma Ref
Bakteriler Fungi
Azotobacter agilis [40] Aspergillus flavus [48]
Bacillus flavum [40] Aspergillus nidulans [49]
Bacillus subtilise [41] Aspergillus oryzae [50]
Lactobacillus reuteri [30], [42] Aspergillus sp. [24]
Lactobacillus rhamnosus [31] Beauveria bassiana [51], [52]
Pseudomonas sp [43] Beauveria sp. [27]
Rhizobium etli [44] Debaryomyces spp. [53], [54]
Micrococcus luteus [45] Trichoderma koningii [28]
Micrococcus glutamicus [40] Tilachlidum humicola [26]
Vibrio costicola [46] Verticillium malthousei [40]
Vibrio sp. [47] Zygosaccharomyces rouxii ~ [1], [39]

Kashyap ve arkadaslann (2002), Zygosaccharomyces rouxii mikroorganizmasini
kullanarak kati ortam fermantasyonu metodu ile L-glutaminaz enzimi iiretmislerdir. Bu
dogrultuda; agro-endiistriyel kaynaklarin (bugday kepegi, susam yagi vb.), eklenen
substratlarin ~ nem  igeriklerinin  (%37.5—%75), asillanan  mikroorganizma
konsantrasyonunun (0.5-3mL), karbon kaynaklarinin (glukoz, sukroz, maltoz, laktoz,
mannitol vb.), azot kaynaklarinin (NaNO;, NH,CIl, Malt ekstrakt, Pepton vb.), L-
glutamin konsantrasyonunun (%0.25-%3) ve inkiibasyon sicakliklarinin (25°C-50°C)
enzim liretimine etkilerini ¢alismistir. Yaptiklari ¢calismalar sonucu elde edilen optimum
degerler soyledir: agro-endiistriyel kaynak icerigi %64, karbon kaynagi olarak glukoz

ve maltoz, optimum sicaklik 30°C olarak bulunmustur [1].

Prasanth Kumar ve arkadaslar1 (2009), halofilik Aspergillus sp. mikroorganizmasini
kullanarak ekstraseliiler L-glutaminaz enzimini tiretmislerdir. Bu dogrultuda; asilanan
mikroorganizma konsantrasyonunun (0.5-3mL), karbon kaynaklarinin (glukoz, maltoz,
laktoz, galaktoz vb.), azot kaynaklarinin (NaNO3, Malt ekstrakt, Pepton vb.), L-glutamin
konsantrasyonunun (%0.5-%3.5) ve inkiibasyon sicakliklarinin (26°C-36°C) enzim
tiretimine etkilerini ¢galismistir. Caligma sonucu elde ettikleri optimum degerler soyledir:
Optimum inkiibasyon sicakligi 28°C, optimum pH degeri 6.0, karbon kaynagi olarak

laktoz olarak bulmuslardir. Bunun yaninda azot kaynaginin halofilik Aspergillus sp.
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kullanilarak L-glutaminaz enzimi {iretimine negatif etkisi oldugu da yine ¢alismalarinda

yer almaktadir [24].

Sabu ve arkadaslari (2000), Beauveria sp. mikroorganizmasini kullanarak kat1 ortam
fermantasyonu metodu ile L-glutaminaz enzimi {iretimislerdir. Calisma sonucu elde
ettikleri optimum degerler soyledir: Optimum sicaklik 27°C, optimum pH degerleri 6.0
ve 9.0 ve karbon kaynagi olarak glukozdur [27].

El Sayed (2009), Trichoderma koningii mikroorganizmasinit kullanarak kati ortam
fermantasyonu metodu ile L-glutaminaz enzimi iretimistir. Bu dogrultuda; agro-
endistriyel kaynaklarin (bugday kepegi, susam yagi vb.), eklenen substratlarin nem
iceriklerinin  (%20-%90), asilanan mikroorganizma konsantrasyonunun (0.2—
SmL),karbon kaynaklarinin (glukoz, arabinoz, mannitol fruktoz vb.), pH degerlerinin
(pH 3.0-11.0), azot kaynaklarinin (NaNO;, NH,CI, Kazein, Pepton vb.) ve inkiibasyon
sicakliklarinin (15-50 °C) enzim iretimine etkilerini ¢alismustir. Yaptigi ¢aligmalar
sonucu %70 baslangic nem igerigine sahip bugday kepegi varliginda, pH degeri 7.0,
karbon kaynagi olarak %1 D-Glukoz ve %2 L-glutamin varliginda asilanan
mikroorganizma konsantrasyonu 3mL olacak sekilde 30°C inkiibasyon sicakliginda 7

giin inkiibe edilerek maksimum enzim aktivitesi elde edilmistir [8].

Weingand-Ziadé ve arkadaslar (2003), Lactobacillus rhamnosus mikroorganizmasini
kullanarak tuz (NaCl) konsantrasyonunun, sicakligin ve pH’nin glutaminaz enzimi
lizerine etkisini arastirmi, enzimin termal kararlilifi ve kinetik parametrelerini
belirlemislerdir. Caligma sonucunda glutaminaz enzimi i¢in optimum pH’y1 7.0, tuz
konsantrasyonunu %2.5 ve sicakligi 50°C olarak bulmusglardir. Enzimin kinetik

parametreleri olan Ky degerini 4.8+0.4 mM ve v__ degerini 101+2 U/L olarak

belirlemislerdir [31].
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BOLUM 3

AMINO ASITLER

3.1 Genel Bilgi

Proteinler yasayan sistemler i¢inde en fazla miktarlarda bulunan ve en fazla fonksiyona
sahip molekiillerdir [6]. Proteinler; sekil, biiyiikliik, ytik, hidrojen bag1 yapma kapasitesi
ve kimyasal aktivite yoniinden birbirinden farkli R gruplarini bulunduran yirmi gesit
amino asit ihtiva eder. Bakteriden insana kadar biitlin tiirlerin, biitiin proteinleri ayni
yirmi amino asitten yapilmis olup, bu protein alfabesi yeryliziinde hayatin
baslangicindan beri gecerliligini siirdiirmektedir. Proteinlerin birbirinden son derece
farkli fonksiyonlari, aynen ciltler dolusu kitabin 29 harften yazilmasi gibi, s6zii gecen
amino asitlerin degisik dizilisleri ile ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 3.1) [11].
Polip}eptid zinciri
P s°9 oo,
oo ¢’ % Q "d
R eceoc® bt @

A0 & Aminoasitler

5 ‘-_.:;,d( 'o"~“

“Amino grubu

BN

Aminoasit

Sekil 3.1 Polipeptid zinciri ve amino asitler [55]
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Yani biitiin proteinler lineer amino asit polimerleri olarak ortak bir yapisal 6zellige
sahiptirler. Proteinler inanilamayacak kadar ¢ok c¢esitli fonksiyon listlenirler [6]. Hiicre

kuru agirliginin %50’sinden fazlasi proteindir [56].

Standart amino asitlerin hepsi viicutta metabolik ara iiriinlerden sentez edilememektedir.
Viicutta sentezlenemeyen, protein yapisi igin besinlerle alinmasi zorunlu olan amino

asitlere esansiyel amino asitler denir (Cizelge 3.1) [57].

Viicutta metabolik ara {iriinlerden sentez edilebilen amino asitler, esansiyel olmayan

amino asitler olarak bilinirler (Cizelge 3.1) [57].

Cizelge 3.1 Esansiyel ve esansiyel olmayan amino asitler [57]

Esansiyel Amino asitler Esansiyel Olmayan Amino asitler

Arginin* Alanin
Histidin* Asparagin
Izol6sin Aspartat
Losin Glutamat
Valin Glutamin
Lisin Glisin
Metiyonin Prolin
Treonin Serin
Fenilalanin Sistein (Metiyoninden)
Triptofan Tirozin (Fenilalaninden)

* Cocuklarda esansiyel olup yetiskinlerde olmayan amino asitler.

24



3.2 Amino Asitlerin Yapisi ve Ozellikleri

Amino asitler, bir asit ve bir amino grubu igeren bilesiklerdir [56]. a-Amino asitler, a-
karbon atomuna bir amino grubu (—NH,), bir karboksil grubu ((COOH), bir hidrojen
atomu (—H) ve bir yan grubun (—R) baglanmasindan olusurlar (prolin hari¢) (Sekil 3.2)

[11].

l

Proteinlerdeki biitiin o-aminoasitleri
igin ortak
< = ==
- } —
4

H
"H.N— C,—COOH

L

Amino I\”’ b ksiy
\_ grubu R Erup,y,

Yan zincir her amino asit
igin farklidmr.

Sekil 3.2 Amino asitlerin yapisal 6zelikleri

Fizyolojik pH’da (yaklasik pH 7.4) karboksil grubu dissosiye olarak negatif ytkli
karboksil iyonunu (-COQ") olusturur ve amino grubu protonlanir (-NH3"). Proteinlerde
bu karboksil ve amino gruplarinin hemen hepsi peptid baginin yapisinda yer alir ve
kimyasal reaksiyonlara giremez (hidrojen bagi olusumu hari¢). Bu ylizden, bir amino
asidin proteindeki roliinii belirleyen, yan zincirlerin yapisidir. Bu nedenle amino asitleri
yan zincirlerinin 6zelliklerine gére nonpolar ya da polar (yiiksliz, asidik veya bazik)

olarak smiflandirilir [6].
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A. Nonpolar yan zincirli amino asitler

Glisin (Gly, G) Alanin (Ala, A) Valin (Val, V)
Losin (Leu, L) Izolésin (Ile, T) Fenilalanin (Phe, F)
Triptofan (Trp, W) Metiyonin (Met, M)  Prolin (Pro, P)

B. Yiiksiiz polar yan zincirli amino asitler
Serin (Ser, S) Treonin (Thr, T) Tirozin (Tyr, Y)
Asparagin (Asn, N)  Sistein (Cys, C) Glutamin (Gln, Q)

C. Asidik yan zinciri olan amino asitler

Aspartik Asit (Asp, D) Glutamik Asit (Glu, E)

D. Bazik yan zinciri olan amino asitler

Histidin (His, H) Lizin (Lys, K) Arginin (Arg, R)

3.2.1 i¢ Tuz Formu

Karboksil grubu asit grubu olarak H' saliverebilir. Bazik amino grubu amonyaga
benzer, H' iyonu baglar. Her iki grup dissosiye olursa Sekil 3.3’teki gibi bir i¢ tuz
olusur [7].

. il
Sekil 3.3 I¢ Tuz formu (Glutamin i¢in R; -CH-CH:CNH: )
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H H H H H H
| OH | OH |
H—C—R ~ H—C—R ~ H—C—R
L : | ! L
C
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o” “o—H 0”7 “0® o7 No®
diisiik pH ndtral pH viiksek pH
(;"__-.géj-ff,--_.-';-,-de (i¢ fuz) degerlerinde

Sekil 3.4 I¢ tuz olusum reaksiyonu [58]

Belirli bir pH degerinde amino asidin i¢ tuz formu hakim olarak bulunur (Sekil 3.4). Bu
nokta izoelektrik nokta olarak tanimlanir. izoelektrik nokta asidik ve bazik gruplarin pK

degerlerinden hesaplanir [7].

K, +pK, .
PRy T PR, lzoelektrik nokta

3.3 Amino Asitlerin Amino Gruplarinin Metabolizmasi

Amino asit katabolizmasinin ilk basamagi alfa-amino grubunun ayrilmasidir. Bu
transaminasyon ile saglanir. Glutamata aktarilan azot gruplarinin serbestlestirilmesi

olayi ise oksidatif deaminasyon ile saglanir [56].

3.3.1 Transaminasyon

Bir amino asidin a-amino grubunun, bir a-keto aside naklidir. Reaksiyon sonunda
serbest NH; aciga c¢ikmaz. Transaminasyon, nonesansiyel amino asitlerin
biyosentezinde, bir¢ok amino asidin yikiliminda ve amino asitlerin degis tokusunda

kullanilir [56].
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3.3.2 Oksidatif Deaminasyon

Burada amino grubu, serbest amonyak halinde agiga c¢ikar. Baslica karaciger ve
bobrekte ve sadece mitokondrilerde meydana gelir. Boylece amino asitlerin amino

gruplari amonyak halinde agiga ¢ikmis olur (Sekil 3.5) [56].

Prolin || Triptotan Histidin Serin Treonin Metionin
NH, Bl N1, NH, NH, NI, [l N1,
Piravat o-ketoasit Oksaloasetat Piravat Glutamat Glutamat

Sekil 3.5 Karaciger-sitoplazmasinda meydana gelen deaminasyon reaksiyonlar1 [59]

3.4 Glutamin
3.4.1 Genel Bilgi

Glutamin ((2S)-2,5-diamino-5-oxo-pentanoik asit, Gln veya Q) genetik olarak kodlanan
20 amino asitten biridir. Molekiil formiilii CsH;oN,O3 olup mol kiitlesi 146.14 g.mol'1
dir [60], [61], [62]. Yan zinciri, glutamik asidin hidroksil yan zincirinin amin
fonksiyonel grubuyla degismesiyle olusan amit grubudur. Kodu CAA ve CAG
seklindedir [61]. Glutaminin yapis1 Sekil 3.6 ve Sekil 3.7°de, glutamine ait pK degerleri
ise Cizelge 3.2°de goriilmektedir.

Glutaminin %41.09’unu karbonhidrat, %6.9’m1 hidrojen, %32.84’{inii oksijen ve
%19.17°sin1  nitrojen meydana getirmektedir. Glutaminin iki amin grubu vardir.
Terminal grubu ayrilinca glutamat ve amonyak tesekkiil eder. Geri kalan alfa amino
grubu transaminasyonla diger amino asitlerin olusmasinda rol oynar [63]. Bu temel bir
amino asit olarak kabul edilmez ancak yogun atletik egitim veya belirli gastrointestinal

(mide-barsak) bozukluklar gibi baz1 durumlarda, sarth gerekli hale gelebilir [60].
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HoN OH
NH,

Sekil 3.6 Glutaminin yapis1 [60]

Sekil 3.7 Glutaminin ii¢ boyutlu yapisi [60]

Cizelge 3.2 Glutamin amino asidinin iyonlagabilir gruplarmin pK degerleri (25°C’da)
[11]

pK, pK: pKr pl

Glutamin 2.17 9.13 - 5.65

Glutamin (gln), 0.5-0.8 mmol/L plazma konsantrasyonu ve 15-20 umol/mL intraselliiler
kas ici konsantrasyonuna sahip oldugundan insan dokusunda en ¢ok bulunan serbest
amino asittir [64], [65], [66], [67]. Eriskin bir insanda (yaklasik 70 kg), ¢ogu
intraselliiler olmak tizere, yaklasik 80 g serbest glutamin bulunmaktadir [64]. Kasta,
dall1 zincirli amino asitlerin metabolizmas1 sonucu olusur. Esansiyel olmayan bir amino
asit olmasina karsilik metabolik stres durumlarinda yar1 esansiyel veya ortama bagl
esansiyel olarak kabul edilmektedir ve agir hastalik durumunda disaridan takviyesi
gerekir [66], [67]. Glutamin ayn1 zamanda agirlik kaldirma, viicut gelistirme ve diger
sporlarda kas gelisimi i¢in bir takviyedir ve dayanikliligi artirir. Ayni zamanda,
alkolikleri 1yilestirme programlarinda viicudun seker istegi dongiisiinii kirmada

kullanilir ve diyabetlerde de seker istegi dongiisii idaresini saglar [61].
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3.4.2 Glutamin ve Fonksiyonlar:

Glutamin, iki azot atomu igerir ve viicutta en dnemli toksik olmayan, azot tastyicisidir.
Boylece, glutamin, viicudu yiiksek amonyak seviyesinin toksik etkilerinden korur. Baz1
durumlarda, glutamin kanda tasinan tiim amino asit azotunun %S80'ninden fazlasini
kapsar [64]. Beyinde olusan amonyagin depolanma ve tasinma seklidir. Glutamin,
kirmizi kan hiicreleri ve gliadan olusan ve beyni kandaki toksinler, bakteriler ve
viriislerden koruyan koruyucu bariyer, kan-beyin bariyerini direkt olarak gegebilen tek

amino asittir. Kaslarda depolanabilirken, ayn1 zamanda viicutta dolasan kanda da

bulunur [61], [68].

Glutamin beyinde beyin fonksiyonlarinin saglikli ¢caligmasinda gorevli glutamik asite
dontistiirtiliir ayrica ndrotransmiter gamma-aminobutirik asitin (GABA) seviyesini

artirir (Sekil 3.8) [68].

Glutaminin immiinite artirict 6zelligi bulunmaktadir. Glutamin hizli bir sekilde prolifere
olabilen hiicreler i¢cin 6nemli bir metabolik substrattir [65]. Glutamin ¢ogu hiicre icin bir
enerji substratidir ve mitokondriyal adenozin trifosfat (ATP) iireticisidir. Sekil 3.9’da
goriildiigh gibi glutamat iizerinden a-ketoglutarata doniiserek sitrik asit dongiisiinde yer
alarak ATP iiretimini saglar. Ozellikle niikleotit sentezinde, glutamat sentezinde ve
antioksidan savunmada onemi olan glutatyon sentezinde, glikoneogenezde gorev alir
(Sekil 3.10). Bdoylece glutamin, ana solunum yakitt ve hizli boliinen hiicrelerin
metabolik prekiirsorii (6rnegin; enterosit ve bagisiklik hiicreleri) olarak gorev alir.
Bunun yaninda, glutamin, oksidatif stresin yarattig1 hasara kars1 dogal bir koruyucu
iirtin olarak gorev alir [69], [70]. Ayrica 1s1-sok proteinlerinin sentezini uyarir. Bunlara
ek olarak, glutamin hiicre voliimiiniin osmotik regiilasyonunda O6nemli rol
oynamaktadir. Hem hiicre i¢i protein sentezini uyarir hem de proteinlerin
fosforilasyonuna neden oldugu bildirilmistir [65]. Glutamin, metabolik, antioksidan ve
safra kesesi koruyucu etkileri bulunmaktadir. Bu etkiler direkt olarak glutamine veya
iiriinlerine (glutamik asit veya niikleotid) baglanabilir [71]. Immiinoniitrientlerden biri
olan glutamin, bagirsak hiicreleri ve lenfosit gibi hizli ¢cogalan hiicrelerin ana yakit

kaynagidir [64].
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» GABA » Hiztidin

- - + GSH » Triptofan

—I Ormitin | o Folat » Nitkleotitler
poliglutamatlar » Aminosekerler

» Glukoproteinler

Poliaminler

Arginin

P

Ure Kreatin

Sekil 3.8 Glutamin metabolizmasi sonucu elde edilen iiriinler [72]

Fumarat ? Okzaloasetat

. Sitrat

| —

N/

o-ketoglutarat

[ Glutamat

[ Glutamin

Sekil 3.9 Glutaminin glutamat lizerinden diger bilesiklere donilisiimii [72]

Viicuttaki plazma serbest amino asitlerin %20’sini, iskelet kasindaki serbest amino asit
havuzunun %60’m1 olusturmaktadir. Normal diyetle alinan glutamin 10 gr’t gecmez.
Agir metabolik stres durumlarinda 20—40 gr alinmasi gerekebilir. Glutatyon, glutamin

metabolizma yan {iriiniidiir normal dokularin temel antioksidanidir [66], [69].
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Sekil 3.10 Glutaminin, piirin ve pirimidin halkalasina azot saglamasi [72]

Glutaminin kritik 6nemi olan heksozaminlerin sentezinde, guanozin trifosfat ve nikotin
adenin diniikleotid sentezi i¢in nitrojen temin eder [64], [72]. Glukozamin-6-P’1n

glutaminden gelen azot atomunu transferi ile olusan fruktoz-6-P’in reaksiyonu Sekil

3.11’de verildigi gibidir.

Glukoz e—— Glukozamin-6-P eeee——— Fruktoz-6-P

I Glutamin  =* Ghitamat

Glukozamin-6-P

/N

Asetilgalaktozamin Glukozaminoglikanlar
(mukus)

Sekil 3.11Glukozamin-6-P’dan fruktoz-6-P olusumu [72]
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Glutamin ile ilgili olarak bir ¢ok ¢alisma yapilmistir. Hafif olgularda parenteral

beslenmede kullanimi sonucu [69];

1. Azot dengesi diizelir

2. Kas glutamine diizeyindeki diisiis azalir
3. Immiinite diizelir

4. Hastanede yatis siiresi azalir

5. Gastrointestinal sistemin bariyer fonksiyonu diizelir.

Glutamin, amonyagin viicut igerisinde tasinma ve depolanma formudur. Enterositler
i¢in birincil, beyin icin alternatif yakit kaynagidir. DNA ve protein sentezinde rol oynar.
Amonyak metabolizmasinin  6nemli  bir bilesenidir.  Glutaminin  amonyak

metabolizmasindaki yeri Sekil 3.12°de gosterilmektedir.

METABOLIZMA <::| c-ketoasitler Glutamat NAD(P)~
Glutamat dehidrogenaz

DIYET ve |:> N ey -

. - - -k : N +
ViCUT u-aminoasitler w-ketoglutarat AD(P)H+H

PROTEINLERI
Piirin ve pirimidinler
ADP ATP  Glutamat /

Biosentez ‘/>—§
Glutamin sentetaz

Reaksiyonlarina . / Cesitli
; <+— GLUTAMIN NH; «~ ~ o

Verilen . .
Amid T Clwtaminez_— Jgeren
1lesikler
azotu H,0 Glutamat ’
IDRAR 77— (RE
URE
DONGUSU iDRAR

‘ AMONYAK METABOLIZMASI ‘

Sekil 3.12 Amonyak metabolizmasinda glutaminin yeri [59]
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3.4.3 Glutamin Sentez ve Yikimi

Viicutta glutamin sentezi Ozellikle iskelet kast ve beyinde, yikimi ise barsaklar ve
bobrekte olmaktadir. Iskelet kasinda serbest intraseliiler amino asitlerin %601

glutamindir ve glutamin diger dokular i¢in baslica kaynak yeridir [64].

3.4.3.1 Glutamin sentezi

Glutamin birgok dokuda sentez edilmektedir, ancak malniitrisyon, yedi giinden uzun
siiren agizdan alamama, katabolik durumlar, ameliyat yaralarinin iyilesmesi, travma,
sepsis ve yanik gibi stresli durumlarda viicut ihtiyaci sentez kapasitesini asar. Bu
durumda hiicre i¢i konsantrasyonu %50'den fazla diiser ve plazma seviyesi normalin
%30'na kadar azalir. Bu da glutaminin "duruma bagli esansiyel amino asit" tanimini

almasina neden olur [64].

Amonyagin uzaklastirmasi ii¢ sekilde meydana gelir:

1. Ure sentezi
2. Glutamat

3. Glutamin sentezi

Amonyak, glutamin i¢inde nontoksik olarak depolanir ve tasinir. Glutamin olusumu
baslica karaciger, bobrek ve kasda olur. Beyinde de 6nemlidir. Bu ylizden, glutamin,
dolasimda diger amino asitlerden daha fazla miktarda bulunur. Bobrekler tarafindan

alinip, glutaminaz ile deamine edilir [56].

Glutamin, glutamatin amididir. Glutamin, glutamat ve amonyaktan, glutamin sentetaz
katalitik etkisiyle ve ATP’den saglanan enerji ile irreversibl bir reaksiyonda olusur

(Sekil 3.13) [571.
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Glutamat Glutamin

Sekil 3.13 Glutamin biyosentezi [57]

3.4.3.2 Glutamin yikim

Bobreklere gonderilir ve bobreklerde glutaminaz ve glutamat dehidrogenaz enzimleri ile
parcalanarak 2 mol serbest amonyak elde edilir. Bu amonyak asit-baz regiilasyonunda

kullanilir [59].

Karaciger ve bobrek problemi olanlar, Reye sendromu’ hastalari ve kanda amonyak
birikmesine neden olacak hastaligt olanlar glutamin takviyesi kullanmamalilar.

Glutamin takviyesi bu hastaliklar1 siddetlendirebilir [68].

3.4.4 Glutamin ve Sindirim Sistemindeki Rolii

Katabolik sartlar altinda sindirim kanali pasif organ olarak kabul edilmekte iken son
yillarda aragtirmalar kritik hastalik doneminde sindirim kanalinin amino asit
regililasyonunda dnemli bir rol oynadigini gostermektedir. Yaralanma veya cerahi stresi
takiben, sindirim kanali fircams1 kenarlar1 boyunca glutamin alimini arttirarak barsak

metabolizmasini ve fonksiyonlarini korur [64].

Enterositler tarafindan glutaminin hizli bir sekilde kullaniminin sonucunda glukoz
birakilir ve bu glukoz stres siiresince diger glukoza bagl dokular tarafindan (beyin,

eritrositler) kullanilabilir [64].

! Reye sendromu; nezle ya da sugicegi gibi viriisten kaynaklanan bir hastaliktan sonra goriilebilen, nadir
rastlanan; fakat ciddi bir hastaliktir. Reye sendromu bir¢ok farkli organa zarar verebilir; ancak ¢ogunlukla
karacigeri ve beyni etkiler ve bazen de beyne zarar verip 6liimlere neden olabilir [73].
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Beslenme bozuklugu

Parenteral beslenme Kas kitlesinde azalma Metabolik stres
Eksojen gin kaynadinda azalma Gln dretim kapasitesinde azalma immiin sistemde gin ihtiyacinda arima
__\________-_*- ‘_____-——'____

Plazma gin konsanlrasyonunda azalma

Barsak gln aliminda azalma

Villaz atrofi ve barsak gegirgenlijinde artma

GlIn suplementasyonu
Villéz atrofinin azalmas ve barsak

gecirgenliinin korunmasi

Sekil 3.14 Gastrointestinal sistemde tahmini glutamin fonksiyonlari [64]

Glutamin, bobrekten atilan amonyagin baslica kaynagi ve major transport formudur.
Glutamat, amonyak ile birleserek glutamin olugur. Glutamin, glutamattan farkli olarak,
hiicre membranlarin1 kolayca gegebilir. Nontoksik ve noétral bir bilesiktir. Kan ile
karacigere tasinir. Diger amino asitlere oranla kanda daha fazla bulunur. Yani glutamin
kanda en yiiksek konsantrasyona sahip amino asittir. Arginin, glutamin ve prolin;
glutamattan sentezlenen amino asitlerdir. Bobreklerde glutaminazin kataliziyle
glutaminden amonyak meydana gelir. Bu amonyagin biiylik kismi idrarla atilir ve asit-

baz dengesi korunur. Barsaklarda da bu reaksiyon olur (Sekil 3.14) [56].

3.4.5 Glutamin Eksikligi

Glutamin eksikligi sonucu, lenfositlerde antijenlere kars1 gelisecek aktivasyon
sinyalinin olugmadigi; monositlerde ise antijenleri tanima ve fagositozda bazi
aksakliklara neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Deneysel calismalar, yine glutamin

eksikliginin nekrotik enterokolit®e neden oldugunu ortaya koymaktadir [65].

Cerrahi, travma, infeksiyon, sepsis gibi metabolik stres durumlarinda plazma ve kan i¢i

glutamin konsantrasyonu diiser ve kaslardan glutamin salinimi artar. Fakat bu ihtiyaci

2 Yenidogan nekrotizan enterokoliti, 6zellikle prematiir bebeklerde goriilen, siklikla agir stres du-
rumlariyla beraber olan, barsagin 1skemik iilserasyon ve inflamasyon halidir [75].
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karsilamakta yetersiz kalmaktadir [67], [69]. Barsaklarda glutamin diizeyindeki azalma
bariyer fonksiyonlari1 bozarak bakteriyel translokasyonu arttirir. Enterositlerde

apopitoz artmaktadir [67], [74].

3.4.6 Glutamin ve Besinler

Bazi besin maddeleri glutamin acisindan zengindir. Bugdaym amino asit miktarinin
%35’1 glutaminden olugmaktadir. Soya fasiilyesi zengin bir glutamin kaynagi olup
amino asit iceriginin %9.6’si glutaminden olusmaktadir. Peynir ve siit tozu da glutamik

asitten zengindir [64].

L-glutamin; pisirme islemiyle kolayca yok olabilir. Eger ¢ig yenirse 1spanak ve
maydanoz zengin glutamin kaynaklaridir. Bunun yaninda, sigir etinde, tavuk, balik,
yumurta, siit ve siit lirlinlerinde, lahana, pancar ve fasulyede bulunur. L-glutamin, ayni
zamanda sebze sularinda ve fermente gidalarda az miktarda bulunur. Kapsiil veya toz

formunda takviyeleri de mevcuttur. Amino asit haplarinin i¢inde yer alir [61], [68].

3.4.7 Glutamin ve Kanser

Kanser tanis1 olan hastalarda zamanla belirgin glutamin eksikligi gelisir ve kanser
kaseksisinin en dnemli nedenlerinden biri olarak iskelet kaslarindaki glutamin eksikligi
olarak bildirilmektedir. Bu, optimal etki gosterebilmek icin yeterli glutamin stoklarma
ithtiya¢c duyan intestinal epitelyal doku ve lenfositler gibi dokular {izerinde olumsuz
etkilere neden olabilir. Ayrica kemoterapi ve radyoterapi ile normal dokulara verilen
hasar da glutamin stoklarini etkileyebilir. Biitiin bu bilgiler glutaminin ilave olarak
kullanilmasinin bu tedavilere bagli olarak gelisebilen normal doku hasarini azaltmada
etkinligi olabilecegini gostermektedir. Glutamin enteral veya parenteral verilebilir ama

enteral yolun barsak koruyucu oldugu gosterilmistir ve tavsiye edilende budur [66].

Aslinda glutamin insan viicudunda diger tiim serbest amino asitlerden daha yliksek
konsantrasyonlarda bulunur. Her ne kadar tiim hiicrelerde glutamat aminotransferaz

araciligi ile a-ketogluterat ve glutamattan sentezlense de, ¢cogunlugu iskelet kaslarinda
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yapilir ve intestinal hiicreler, bobrek ve lenfositlere taginir. Bu nedenle kritik hastalik

sirasinda glutamin ‘duruma gore gerekli’den ‘mutlak gerekli’ konuma geger [71].

Standart beslenme soliisyonlar1 (polimerik kazein-kaynakli enteral formiiller)
iceriklerinde ¢ok az veya hi¢ glutamine (standart parenteral formiiller)

icermemektedirler [71].

Pek c¢ok calisma gostermistir ki glutamin 0.2 g/kg’dan yiiksek dozlarda en az bes giin
eklendiginde ancak etkin olabilmektedir. Glutaminin yararl etkilerini agiklayan pek ¢ok
mekanizma soylenebilir; metabolik, antioksidan ve safra kesesi koruyucu etkileri bu
mekanizmalara 6rnek gosterilebilir. Bu etkiler direkt olarak glutamine veya iiriinlerine
(glutamik asit veya niikleotid) baglanabilir [71]. Siroz, respiratuvar ve metabolik asidoz

ile belirli kanser tiirlerinde ise plazma glutamin miktar1 azalmaktadir [65].

3.4.8 Glutamin ve Tedavi

Glutamin ve antioksidanlarin immiin mekanizmalardaki fizyolojik 6nemini anlamak
icin bir ¢ok caligma yapilmistir ve yapilmaktadir. Glutaminin olasi yararli etkileri

Cizelge 3.3 de belirtilmektedir.

Cizelge 3.3 Glutamin ilavesinin olas1 yararh etkileri [71]

Metabolik [mmiinolojik | Antioksidan e _ Spesifik
Koruyucu Indiiksiyon

Protein sentezi Immpn hiicre Glutatygn Epterosﬂ HSP
replikasyonu sentezi replikasyonu

Organlar arasi F T-hgcre Tallrl? ) GALT idamesi HO-1
ve N tagtyiciligy || fonksiyonu prekiirsorii
Glukonciog.c_en"e SIS IgA sentezi || Homooksijineaz Hlpefmetabol1F enin

prekiirsorii Onlenmesi

aigﬁrikm HLADR on

4 CD14
olusumu
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BOLUM 4

MANTARLAR

4.1 Genel Bilgi

Genelde yliz bini agkin tiirii olan mantarlarin biiyiikliikleri ¢cok degiskendir. Bir hiicreli
mikroskobik mantarlar oldugu gibi boyu metreleri bulanlar da vardir. Mantarlar esas
olarak sporla iireyen (kriptogam) canlilar olduklarindan iiremelerini saglayan sporlari

olusturmak i¢in meyve verirler [76].

Mantarlar, makrofunguslarin meyveleridir. Mantar terimi, esas olarak makrofunguslarin
yenilebilir tiirleri i¢in kullanilir [76], [77]. Cok eski zamanlardan beri besin olarak
tilketilen mantarlarin yetistirmeciligine ilk defa 16.yy.’da Fransa’da baslanmistir.
Mevsime bagli olarak dogada kendiliginden yetisip yenilebilen mantarlar kirsal alanda
yasayan insanlarin O6nemli bir besin kaynagi durumundadir. Bugiin bile insanlar
dogadan topladiklar1 mantarlar1 besin maddesi olarak tiiketmektedir. Ancak dogadan
toplanan mantarlarin bazilarinin zehirli olmas1 ve bunun kolay anlagilamamasi 6nemli

tehlikelere yol agmakta kimi zaman ise 6liimciil olmaktadir [78].

Cok yakin zamanlara kadar canlilar diinyasi, bitkiler diinyas1 ve hayvanlar diinyasi
olarak ikiye ayriliyor ve mantarlar da bitkiler diinyasina dahil ediliyorlardi. Ne var ki
yapilan son arastirmalar sonucunda mantarlarin ne bitkiler diinyasina ne de hayvanlar
diinyasina ait olmadigi, ayr1 bir diinya olan mantarlar diinyasin1 olusturdugu
anlagilmistir. Bu degisikligin nedeni mantarlarla bitkiler arasinda temelde biiyiik

farkliliklarin oldugunun belirlenmesidir. Bu farkliliklardan en 6nemlisi ise mantarlarin
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yesil renkli klorofil maddesine sahip olmamalaridir. Bu madde bitkilere 6zgiidiir ve
klorofil 6ziimlemesi yapmaya ve bu yolla “karbonhidrat” yani besin maddesi

olusturmaya yarar [76].

Mantarlar, fotosentetik olmayan okaryotik mikroorganizmalardir. Goriiniim bakimindan
mantarlar iki tiir yap1 gosterirler. Bir kism1 ¢ok hiicreli iplikgikler olusturarak gelisirler
ki bunlara “kiif”, bir kismi ise tek tek hiicreler seklinde iireme gosterirler, bunlara da
“maya” seklinde mantarlar denir [79]. Bu organizmalarin hiicreleri hif (hypha) adi
verilmig dallanmis iplikler halindedir. Hifler bir arada miselyum adi verilen mantar

viicudunu olustururlar [80].

Mantarlarin biiytlik bir grubunu ¢iplak gozle goriilebilen kiifler olusturur. Ekmek, limon,

portakal gibi besin maddeleri lizerinde tirediklerinde, onlar1 kolay fark ederiz [79].

Mantarin insan saghig ile ilgili yararlarina kisaca birka¢ ornek vermek gerekirse,
ozellikle yas1 ilerlemis kimselerde hayvansal protein insan sagligi bakimindan sakinca
yaratmaktadir. Hayvansal gidalardan alinan aminoasitler damarlarda birikerek damar
sertligi, buna bagl olarak kalp rahatsizligi, sinir sistemi bozukluklari, enfarktiis gibi
Oliimciil hastaliklara neden olmaktadir. Bu yiizden kirmiz1 etlerden ¢ok beyaz etlerin
yenmesi, doktorlar ve beslenme uzmanlarinca tavsiye edilmektedir. Mantarla alinan
protein, hayvansal gidalarin yaptig1 zarari ortadan kaldirmaktadir. Hatta mantarda
bulunan vitaminler, antibiyotikler, hormonlar insan sagligin1 korumaktadir. Dis
ilkelerde hastaneler, poliklinikler, diyet merkezleri, sigman insanlarin zayiflamasinda,
kalp damar rahatsizligi olanlarin beslenmesinde giinliik almalari gereken protein

miktarin1 mantarla karsilanmaktadir [81].

Giderek bir is kolu haline gelen kiiltliir mantar1 yetistiriciligi, mantarin tasidigi besin
degeri agisindan is koklu olmasinin otesinde saglikli beslenme agisindan da biiyiik
oneme sahiptir [82]. II. Diinya Savasi’ndan sonra teknolojideki yeni gelismelerden

mantar {liretim sektorii de etkilenmis ve modern iiretimin temelleri atilarak klimali kapali
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tiretim tesisleri kurulmustur. Kiiltlir mantar1 iilkemiz i¢in oldukca yeni bir besin

maddesi olup kiiciik iiretim yerlerinde liretimi yapilmaktadir [83].

4.2 Mantarin Besin Degeri

Kiiltiir mantarciliginda sapkali mantar (Agaricus bisporus) en ¢ok yetistirilen mantar
tiriidiir. Toprak tistiinde bulunan beyaz renkli sap ve sapka yenen kisimdir. Mantar
insan beslenmesinde énemli bir yere sahiptir. Mantar %90°a yakin su icerir. I¢inde ¢ok
az miktarda karbonhidrat ve yag bulunmasi nedeniyle 100 g taze mantar yendigi zaman
30-40 kalori vermektedir. Ayrica kalp ve damar hastalarina tavsiye edilen yiyeceklerin
basinda gelmektedir. Mantarda bulunan protein miktar1 tiire gore degismekle beraber
100 g mantarda 3-8 g’dir. Mantar proteinin %70’1 hazim olabilir niteliktedir. Ayrica
viicutta bu protein depolanmaz giinliik olarak kullanilir. Hayvansal proteinin %30-40
sindirilebilir. Ozellikle etle alman protein fazlasi viicutta depolanmaya baslayarak
birikir. Protein birikmesi oOzellikle kalp ve damar hastaliklar1 olan kisiler igin

sakincalidir [84].

4.3 Kiif Mantarlari

Kiif mantarlari, 6zellikle havada bulunan sporlar1 nemli ve besinli ortamda ¢ogalarak
meydana gelen mantarlardir. Binlerce ¢ok kiigiik (mikroskobik) mantarin bir araya
gelmesiyle olusur. Kiif yapmay: saglarlar. Cevredeki atiklari giiriiterek dogaya katkida
bulunurlar. Siitii eksitirler, sirke yapimimi saglarlar. Ekmek yapiminda da maya olarak
kullanilirlar. Hastalik yapanlar ise ¢ok c¢esitli hastaliklara yol acar. Hatta bu hastaliklar
oldiirticti olabilirler. Ayrica kiif mantarlar1 sayesinde antibiyotik (penisilin) icat edilip
milyonlarca insanin hayat: kurtulmustur. Besinleri kiiflerken besinlere tutunurlar. Bunu
hif denilen organlariyla gerceklestirirler. Bir kism1 hayvanlar ve insanlarin iizerinde

parazit olarak yasarlar [85].

Tek hiicreli bakterilerden farkli olarak kiifler cok hiicreli yapilar olusturur, bazen ¢iplak
gozle bile goriilebilir. Mikroskop altinda kiifler ince mantar seklinde goriintirler. Cogu
kiifiin yapisi; Uzerinde yasadigi gidanin i¢ yiizeylerine ulasmak icin ipliksi kokler

(miseller), gidanin iizerinde bulunan bir sap, bu sapin sonunda bulunan sporlar
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seklindedir. Kiiflin goriinen rengini bu sporlar vermektedir. Hava ile temas ettiginde kiif
sporlari, hindiba tohumlar1 gibi havada asil1 kalarak bir yerden bir yere tasinir. Kiiflerin
cok ince iplikler seklinde dallar1 ve kokleri bulunmaktadir. Gida iginde bulunan
koklerin goriilmesi ¢ok olup, gidanin ¢ok i¢lerine niifuz edebilir. Kiiflii gidalarin ayni

zamanda bakteri tasima ihtimali de yiiksektir [86].

Kiifler hemen hemen her tiirlii ¢evrede, icerde ve disarida tiim mevsimlerde bulunur.
Kiif gelisimini sicaklik ve nemli kosullar tesvik eder. Kiifler disarida golge, nemli ve
clirliyen bitkilerin bulundugu yerlerde, icerde ise yiiksek nemli ortamlarda bulunurlar

[86].

Ortam kosullar1 uygunlugunu yitirdiginde kiifler spor seklinde ortama dagilir ve uygun

kosullart buldugunda tekrar gelismeye baslar [86].

4.4 Mantarlarin Yararlarn

Bazi mantarlar ¢esitli peynirlerin yapiminda peynirin yiizeyinde veya iginde
kullanilabilir. Mavi kiiflii rokfor, blue, gorgonzola ve stilton gibi peynirler P. roqueforti
veya sporlar1 kullanilarak iiretilir. Brie ve kamamber peynirlerinde yiizeyde beyaz kiif
kullanilir. Baz1 hem ylizey hem i¢inde kiif bulunan peynirler de bulunmaktadir. Kiif
kullanilarak iiretilen bu peynirleri tiikketmek saglik agisindan risk olusturmamaktadir

[86].

4.5 Trichoderma reesei

Bir ipliksi mantar tiirii olan Trichoderma reesei, Hypocrea jecorinamin eseysiz iireyen
bir soyudur. 7 kromozomdan olusan genomunun boyutu toplam 33 megabazdir.
Seliilozu pargalayabilmesi 7. reesei'yi endistriyel ac¢idan Onemli bir konuma

tagimaktadir (6rn. kumas, kagit, biyoyakit iiretimi) [87].
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Sekil 4.1 Trichoderma reesei'nin taksonomisi

Trichoderma neredeyse 200 yil once kiif suslar1 taksonuna dahil edildi. Taksona dahil
edilen Trichoderma susu Trichoderma viride idi ve Trichoderma'ya ait diger suslarin bu
kiif susu ile akraba olmadig1 diisiiniiliiyordu. Trichoderma bunu takip eden 150 yil
boyunca zaman zaman mikotaksonomiyle ilgilenen bilim adamlarinin dikkatini ¢ektiyse
de diger bilim dallarmnin ilgi alanina giremedi. Bu mikroorganizma ilk olarak II. Diinya
savagi sirasinda Amerikan ordusunun Solomon Adalari’nda kullandiklar1 malzemelerin
(6zellikle pamuklu materyallerin; cadir, parasiit gibi) ¢iirlimeye baslamasini rapor
etmesi lizerine yapilan uzun arastirmalar sonucunda kesfedildi. Bu ¢alismalar sirasinda
izole edilen Trichoderma "viride" QMo6a bu bolgedeki en seliilolitik kiiflerden biri
olarak tanimlandi. Bu caligmalarin yapildig1 sirada biitiin Trichoderma suslart "T.
viride" olarak tanimlaniyordu. Yapilan morfolojik ¢alismalar sonucu QM6a susunun
essiz biyolojik dogasinin kesfedilmesi ve susun izole eden aragtirmaci Elwyn T. Reese

onuruna "T. reesei" olarak adlandirilmasi i¢in 20 yil daha gegmesi gerekti [88], [89].

Elwyn Reesenin Mary Madels ile Natick Enstitiisii'nde ger¢eklestirdigi olaganiistii
caligmalar bu kiifii ve onun cesitli mutant suslarini biyosentez alanindaki bir c¢ok
calismanin konusu haline getirmistir. Bu kiif Yiiksek miktarda salgilayabildigi seliilaz

ve hemiseliilaz'larla seliilozu glukoza kadar pargalayabilir. Seliilozun ve diger
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polisakkaridlerin yapisinin belirlenmesinde ve bu karbonhidratlarin katabolizmalarinda
rol alan mekanizmalarin aydinlatilmasinda rol alan bir ¢ok ¢alismanin da konusu haline
getirdi. Reese ve Mandels'in bu ¢alismalar1 sonucunda Amerika’daki, Avrupa’daki ve
Asya’daki bir ¢ok laboratuvar 1960'larin sonunda bas gosteren "petrol krizi" sirasinda

Trichoderma'nin seliilolitik sistemini incelemeye basladi [87], [88].

Sekil 4.2 Trichoderma reesei'in elektronmikroskobu altindaki goriintiisii [90], [91]
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BOLUM 5

MATERYAL VE METOD

5.1 Cahsmada Kullanilan Kiif Suslar

Bu calismada Hypocrea jecorina ve Trichoderma reesei mikroorganizmalari
kullanilmistir.  Calismada kullanilan mikroorganizma Hypocrea jecorina ve
Trichoderma reseii, Viyana Teknik Universitesi, Biyokimyasal Teknoloji ve

Mikrobiyoloji Enstitiisii tarafindan temin edilmistir.

5.2 Kullamilan Cihazlar

Cihazlar Marka
1 Buzdolabi Argelik
2 Calkalamali Inkiibator VWR-Inkubating Mini Shaker
3 Etiv Memmert
4 Hassas Terazi Sartorius-Extend
5 Isiticili Manyetik Karistirict VELP Scientifica-ARE
6 Isiticili Manyetik Karistirici Chiltern-HS31
7 Mantolu Isitict Termal Laboratuvar Aletleri
8 Otoklav Certoclav
9 Otomatik Pipet (10-100 pL) Biohit Proline Plus
10 Otomatik Pipet (100—1000 pL) Brand
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11

12

13

14

15

16

pH Metre

Su Banyosu

Su Banyosu

Su Destilasyon Cihazi
Vortex Karistirici

UV Spektrofotometresi

5.3 Kaullanilan Cozeltiler

Sartorius-PB11

GFL

Clifton

GFL

VELP Scientifica-Vortex

Agilent

5.3.1 Patates Dekstroz Agar (PDA) Kat1 Besiyeri Cozeltisi

39 g patates dekstroz agar tartilarak bir miktar destile su i¢inde ¢oziiliip destile su ile 1

L’ye tamamlandi. Elde edilen heterojen karisim 1sitilarak homojen hale getirildi.

5.3.2 Siv1 Besiyeri

1 g glukoz, 0.1 g KH,PO4, 0.05 g MgS0O4.7H,0, 0.05 g KCI, 5 g NaCl ve 1 g L-

glutamin tartilarak bir miktar destile su i¢inde ¢Oziiliip son hacim destile su ile 100

mL’ye tamamlandi.

5.3.3 Bovin Serum Albumin (BSA) Stok Cozeltisi

1 mg/mL bovin serum albumin (BSA) stok ¢dzeltisinin hazirlanmast i¢in 10 mg BSA

tartilarak bir miktar destile su i¢inde ¢6ziiliip toplam hacmi 10 mL’ye tamamlanarak

hazirlandi.

46



5.3.4 Glutamin Cozeltisi

0.04M L-glutamin (146.15 g/mol) ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in 5.846 g L-glutamin
tartilarak bir miktar destile su iginde ¢oziiliip toplam hacmi 1L’ye tamamlanarak

hazirlandi.

5.3.5 Fosfat Tamponu (0.1M pH 8.0)

Henderson-Hasselbalch esitliginden (Esitlik 5.1) faydalanarak 0.1M fosfat tamponu
hazirlamak i¢in gerekli olan NaH,PO, ve Na,HPO, miktarlar1 asagida belirtildigi
sekilde hesaplandi.

[A7]
[HA]

pH = pK +log

Handerson-Hasselbalch esitligi (5.1)

0.1—x

(1) 8.00=721+log=— (HA] = x

2) 0.79 = log 21=% [AT=0.1x

X

0.1—x

X

0.1-x
X

(5) 6.166 x = 0.1—x

(6) 7.166 x =0.1

(7) x =0.0139 M = [HA] = NaH,PO4

(8) 0.1-x =0.0861 M = [A"] = Na,HPO,4

— 100.79

3)

4) =6.166

0.0139M NaH,PO4 (120 g/mol) c¢ozeltisinin hazirlanmasi icin 1.668 g NaH,PO,
tartilarak bir miktar destile su i¢inde ¢oziildii. Ayrica 0.0861M Na,HPO, (142 g/mol)
¢Ozeltisinin hazirlanmasi i¢in 12.262 g Na,HPO, tartilarak bir miktar destile su i¢inde
¢oziildii. Her iki ¢ozelti birlestirilerek pH’s1 8.0’a ayarlandiktan sonra hacmi 1L’ye

tamamlandi.
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5.3.6 NaOH Cozeltileri

IN NaOH Cozeltisi : 4 g NaOH (40 g/mol) tartilarak bir miktar destile su i¢inde ¢oziiliip

toplam hacmi 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

10N NaOH (ozeltisi : 40 g NaOH (40 g/mol) tartilarak bir miktar destile su iginde

¢oziiliip toplam hacmi 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

5.3.7 Nessler Reaktifi (K,Hgl,)

14 g KI tartilarak 40 mL destile suda ¢oziildiikten sonra buna %4’lilkk HgCl, ¢ozeltisi
eklendi. Kirmiz1 ¢okelek olusuncaya kadar karistirildi. Karigtgma 100 mL 10N NaOH
cozeltisi eklenerek toplam hacmi destile su ile 500 mL’ye tamamlandi. Karisim bir gece
karanlikta bekletilip amber sise igerisine siiziiliip kullanim esnasina kadar oda
sicakliginda, karanlikta saklandi. Amonyum varlifinda Nessler reaktifi ile meydana

gelen reaksiyon Sekil 5.1°de gosterilmistir [92].

/He

JHglss + NH: + 30H- ——>» O
= - N g

NH:I + 7I- + ZH:0O

Sekil 5.1 Nessler reaktifinin amonyak ile meydana getirdigi reaksiyon

5.3.8 Trikloroasetikasit (TCA) Cozeltisi

1.5M trikloroasetik asit (163.39 g/mol) ¢ozeltisinin hazirlanmas: i¢in 24.51 g TCA
tartilarak bir miktar destile su i¢inde ¢oziiliip toplam hacmi 100 mL’ye tamamlanarak

hazirlandi. Elde edilen ¢6zelti kullanim esnasina kadar +4°C’da buzdolabinda saklandi.

5.3.9 Bradford Reaktifi

100 mg Coomassie Brillant Blue G-250 tartilarak iizerine 50 mL %95’lik etanol ve 100
mL %85°lik o-fosforik asit eklendi. Hazirlanan ¢dzelti manyetik karistirici yardim ile
karistirtlip toplam hacmi 1L’ye tamamlandi. Elde edilen ¢ozelti amber siseye siiziilerek

kullanim esnasina kadar +4°C’da buzdolabinda saklandi.
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5.4 Kiiltiir Ortamm

5.4.1 Kati Besiyeri

Kat1 besiyeri ortami olarak saf kiiltiir olarak segilen Hypocrea jecorina ve Trichoderma
reesei suglariin her birinin ayr1 ayri tireme ve canliligini devam ettirmesi icin patates
dekstroz agar (PDA) hazirlandi. Bu amacgla 39 g PDA tartilip suda ¢oziilerek hacmi
destile su ile 1 L’ye tamamlanarak hazirlanan ¢6zelti otoklavda 121°C’de 20 dakika
sterilizasyon islemine tabi tutuldu. Sterilizasyon islemi tamamlandiktan sonra
otoklavdan alinan besiyeri igin dogru uygulama sekli, besyerinin 45°C’a sogutulmasi ve
bu sicaklikta petri kutularina dokiilmesidir. Bu amagla hazirlanan besiyeri 45°C’a ayarl
su banyosuna alindi. Su banyosunda 1s1 aligverisi ile besiyerinin sicakligi 45°C dékme
sicakligina geldiginde besiyeri ¢ozeltisi petri kutularina pay edildi ve sogumaya
birakildi. Katilasan besiyerleri kullanilincaya kadar +4°C’da buzdolabinda saklandi
(Sekil 5.2).

Yatik besiyeri i¢in petrilerde kullanilan PDA kati1 besiyeri ¢ozeltisi hazirlanarak her tiip
icin yaklagik 15 mL olacak sekilde tiiplere pay edildi. Kapaklar1 kapatilarak otoklavda
121°C’da 20 dakika sterilize edildi. Sterilizasyon islemi tamamlandiktan sonra tiipler
yatik konuma getirilerek sogumaya birakildi. Katilasan besiyerleri kullanilincaya kadar

+4°C’da buzdolabinda saklandi (Sekil 5.2).

Sekil 5.2 Hazirlanan kati besiyerleri
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5.4.2 Kiif Suslarmn Uretilmesi

Kiif susglarinin {retilmesi i¢in Bolim 5.4.1°de petrilerde hazirlanan kati1 besiyerleri
kullanildi. Her bir petri kabina steril bir 6ze yardimiyla tiretilmek istenilen kiif susunun
agarindan kesilen ufak bir parca ekildi. Ekimi tamamlanmis petri kaplar1 30°C'a ayarh
etlivde 7 giin inkiibe edildi. Sporlanmasi tamamlanan petri kaplarinin agizlar1 parafilm
ile kapatilarak 4°C’de buzdolabinda saklandi. Bu islem taze sporlara ihtiyac duyuldukca
tekrarland1. 4°C'lik buzdolabinda saklanan kiif suslar1 ayda bir taze besiyerlerine

aktarilarak kiif suglarinin canliligini siirdiirmesi saglandi.

Yatik besiyerinin hazirlanmasi i¢in her bir yatik besiyerine steril bir 6ze yardimiyla
tiretilmek istenilen kiif susunun agarindan alinan sporlar ¢izme metodu ile ekildi. Ekimi
tamamlanmis yatik besiyerleri 30°C'a ayarl1 etiivde 7 giin inkiibe edildi. Sporlanmasi
tamamlanan yatik besiyerlerinin agizlar1 parafilm ile kapatilarak 4°C’de buzdolabinda
saklandi. Bu islem taze sporlara ihtiyac duyuldukca tekrarlandi. 4°C'lik buzdolabinda
saklanan kiif suslar1 ayda bir taze yatik besiyerlerine aktarilarak kiif suslarmin

canliligin siirdlirmesi saglandi.

Yapilan tiim islemler Hypocrea jecorina saf kiiltiirii ve Trichoderma reesei 1A mutant

susu icin belirtilen sirada ayr1 ayr1 gergeklestirildi.

5.4.3 Sivi1 Besiyeri

Calismada glutaminaz enziminin gergeklestirilecegi sivi besiyeri ortami, El-Sayed (El-
Sayed [28]) tarafindan gelistirilen fermente ortami modifiye edilip hazirlanarak

kullanildi. S1v1 besiyeri ortam1 su maddeleri icermektedir:

% 1 Glukoz

% 0.1 KH,PO4

% 0.05 MgS04.7H,O
% 0.05 KCl

% 5 NaCl

% 1 L-glutamin
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Besiyeri bilesenleri Boliim 5.3.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan ¢ozelti 121°C’de 20
dakika sterilize edildi. Sterilizasyon islemi sonunda siv1 besiyeri i¢eren erlenler 30°C’ye
ayarli su banyosunda 30 dakika inkiibe edilerek her iki tiriin 2 mL’lik saf
kiiltiirti/100mL s1v1 besiyeri olacak sekilde erlenlere eklenerek calkalamali inkiibatérde

30°C’de 150 rpm’de inkiibe edildi (Sekil 5.3).

Sekil 5.3 Hazirlanan siv1 besiyerleri

5.4.3.1 Substrat konsantrasyonunun etkisi

Boliim 5.4.3’de belirtilen modifiye sivi besiyerinin hazirlanmasinda yer alan substrat
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in %1 ile %4 arasinda L-glutamin konsantrasyonuna
sahip olacak sekilde sivi besiyerleri hazirlanarak substrat konsantrasyonunun enzim

iiretimi tizerine etkisi yapilan aktivite tayinleri ile gerceklestirildi.

5.4.3.2 Tuz konsantrasyonunun etKisi

Bolim 5.4.3’de belirtilen modifiye sivi besiyerinin hazirlanmasinda yer alan tuz
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in %0 ile %15 arasinda tuz konsantrasyonuna sahip
olacak sekilde sivi besiyerleri hazirlanarak tuz konsantrasyonunun enzim iiretimi

tizerine etkisi yapilan aktivite tayinleri ile gerceklestirildi.
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5.5 Bradford Yontemi ile Protein Miktar Tayini

Her iki sustan elde edilen glutaminaz enziminin protein miktart Bradford yontemi
(Bradford [93]) kullanilarak belirlendi. Yaygin olarak kullanilan bu ydntem, organik
boyalarin, proteinlerin asidik ve bazik gruplariyla etkileserek renk olusturmasini esas
alir. Boya baglama temelli yontemerin en yaygini, Bradford tarafindan gelistirilen ve
Coomassie Brillant Blue G-250 boyasinin kullanildig1 yontemdir. Bu boya kuvvetli bir
asitte ¢oziindiigli zaman, protonlanmadan dolay1 kirmizi-kahverengi arasi bir renk alir.
Bu boya, (+) yiiklii bir proteine baglandiginda ise renk maviye doniisiir. Olusan rengin
UV — Goriiniir bolge spektrofotometrisinde, 595 nm’de absorbansi 6l¢iilerek protein

tayini gerceklestirilir [94].

Protein standart grafiginin ¢izilmesi i¢in bovin serum albuminin (BSA) 1.0 mg/mL’lik
stok ¢ozeltisi hazirlandi. Elde edilen stok ¢ozeltinin seyreltilmesi ile 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ve
1.0 mg/L’lik standart ¢ozeltileri hazirlandi.

Cizelge 5.1 Bradford yonteminde kullanilan BSA ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

BSA Standart Cozeltileri

L) 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
BSA (Stok Cozelti), uL 200 400 600 800 1000
Destile su, uL 800 600 400 200 -

Cizelge 5.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan standart BSA ¢ozeltilerinin her birinden
800’er puL alinip tizerine 200’er pL. Bradford reaktifi ilave edildikten sonra her biri i¢in
ayr1 ayr1 595 nm dalga boyunda UV spektrofotometresinde absorbans 6l¢iimii yapildi
(Sekil 5.4) [95]. BSA konsantrasyonlarina kars1 elde edilen absorbans degerleri grafige
gecirilerek standart egrisi ¢izildi (Sekil 5.5). Her bir BSA konsantrasyonu igin islem ii¢

defa tekrarlanda.
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Sekil 5.4 Bradford reaktifi ilave edildikten sonra farkli konsantrasyonlarda BSA
cozeltilerinin genel goriiniimii

BSA Standart Grafigi

0,5 1

0.4 -

Absorbans
=)
(98]

y =0,5391x

0,1 R2=10,9231

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 5.5 Bovin serum albumin (BSA) standart grafigi

5.6 Enzim Aktivitesi Tayini

Glutaminaz enzimi, substrati olan L-glutaminin glutamat ve NH;" iyonlarina

doniisiimiini katalizlemektedir.

L-Glutamin = —&waminaz o 1 _Glutamik asit + NH4"
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Calismamizda Hypocrea jecorina saf kiiltiiri ve Trichoderma reesei 1A mutant
susundan iiretmis oldugumuz glutaminaz enziminin aktivitesini belirlemek i¢in enzimin
reaksiyonu sonucu olusan NH4" iyonlarmm 6l¢iimiine dayali metod kullanilmistir

(Imada vd [40]).

Bu amagla, 0.5 mL 0.04M L-glutamin ¢ozeltisine 0.5 mL 0.1M fosfat tamponu (pH
8.0), 0.5 mL destile su ve 0.5 mL iiretilen enzim homojenati eklenerek hazirlanan
¢ozelti enzimatik reaksiyonun gergeklesmesi i¢in 37°C’da 30 dakika inkiibe edildi.
Reaksiyon 0.5 mL 1.5M TCA eklenerek durduruldu. Bu karigimdan alinan 0.1 mL’lik
¢ozelti 3.7 mL destile suya eklendikten sonra bu ¢ozeltiye 0.2 mL Nessler reaktifi ilave
edildi. Enzimatik reaksiyon sonucu olusan NH" iyonlar1 ile Nessler reaktifinin
etkilesmesi i¢in 10 dakika bekletildikten sonra olusan renk siddeti 450 nm’de
spektrofotmetrik olarak 6l¢iildii. Olay Cizelge 5.2° de 6zetlenmistir.

Cizelge 5.2 Glutaminaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in izlenen yol

Kor Numune Cozeltisi
(" 0.5mL 0.04M L-Glutamin 0.5 mL 0.04M L-Glutamin
0.5 mL 0.1M fosfat tamponu 0.5 mL 0.1M fosfat tamponu
<
5 { (pH 8.0) (pH 8.0)
<
— 0.5 mL destile su 0.5 mL destile su
0.5 mL destile su 0.5 mL enzim homojenati
\ 37°C’da 30 dakika inkiibasyon ve 0.5 mL 1.5M TCA ilavesi
( 0.1 mL karisim 0.1 mL karisim
<
% < 3.7 mL destile su 3.7 mL destile su
<
“ 0.2 mL Nessler reaktifi 0.2 mL Nessler reaktifi
\

10 dakika inkiibasyon ile reaksiyonun gergeklesmesi saglanarak 450 nm’de absorbans
6l¢iimii yapildi.
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5.7 Amonyum Standart Grafiginin Cizilmesi

Glutaminaz enziminin aktivitesini belirlemek i¢in enzimatik reaksiyon sonucu olusan
NH," iyonlarinin miktarinin belirlenmesi gerekir. Bu amagla, amonyum standart grafigi
cizilerek enzim aktivitesinin sayisal degeri bulunabilir. Amonyum standart grafiginin
cizilmesi i¢in 1.0 mg/mL’lik amonyum kloriir (NH4Cl) stok ¢dzeltisi hazirlandi. Elde
edilen stok ¢Ozeltinin seyreltilmesi ile 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ve 1.0 mg/mL’lik standart
cozeltileri hazirlandi (Cizelge 5.3).

Cizelge 5.3 Amonyum kloriir (NH4Cl) standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

NH,CI Standart
Czeltileri (mg/mL) 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
NH,CI (Stok Cozelti), uL 200 400 600 800 1000
Destile su, uL 800 600 400 200 -

Cizelge 5.3’de belirtildigi sekilde hazirlanan standart amonyum kloriir ¢ézeltilerinin her
birinden 0.1 mL alinip tlizerine 3.7 mL destile su ve 0.2 mL Nessler reaktifi ilave
edildikten sonra reaksiyonun gerceklesmesi icin 10 dakika bekletildi (Sekil 5.6). 3.8 ml
destile su ve 0.2 ml Nessler reaktifinden olusan kore karsi her biri i¢in ayr1 ayr1 450 nm
dalga boyunda UV spektrofotometresinde absorbans degerleri ol¢iildii [40]. Amonyum
kloriir konsantrasyonuna karsi elde edilen absorbans degerleri grafige gecirilerek
standart egrisi ¢izilmistir (Sekil 5.7). Her bir NH4Cl konsantrasyonu i¢in islem ii¢ defa
tekrarlandi.
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Sekil 5.6 Standart grafigi i¢in kullanilan farkli konsantrasyondaki NH4Cl ¢ozeltileri

1,2
<
0,8 -
wv
=l
s
2
S
2
=
0,4 -
L y=0,121x
R2=0,9269
0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

NH,CI Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 5.7 Amonyum kloriir standart grafigi
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5.8 Optimum pH’nin Belirlenmesi

Her enzim i¢in aktivitenin maksimum oldugu bir pH degeri vardir. Bu degerin altinda
ve lizerinde aktivite diiser. Enzimlerin maksimum aktivite gosterdigi pH degerine o

enzimin optimum pH degeri denir.

Optimum pH degerinin belirlenmesi i¢cin pH araligr 5.0 ile 9.0 arasinda degisen tampon
cOzeltiler hazirlanarak aktivite tayini bu pH’larda gergeklestirildi. Tampon c¢ozelti
olarak NaH,PO4/Na,HPO,’den olusan fosfat tamponu kullanildi. Farkli pH’lara sahip
fosfat tamponlarinin hesaplamalart Handerson-Hasselbalch esitliginden yararlanilarak

hesaplandi (Esitlik 5.1) ve NaH,PO4 ve Na,HPO,4 miktarlar1 Cizelge 5.4’de verildi.

Cizelge 5.4 Farkli pH’da fosfat tamponu hazirlamak i¢in gerekli miktarlar

pH NaH,PO4, mL (0.1M) Na,HPO,4, mL (0.1M)
5.0 99 1

6.0 94 6

7.0 62 38

8.0 14 86

9.0 2 98

pH etkisinin gbzlenmesi i¢in Cizelge 5.2°de enzim aktivitesi tayini esnasinda kullanilan
tim destile su ifadeleri yerine analizi gergeklestirilen pH’daki tampon c¢ozeltiler

kullanildi.
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5.9 Optimum Sicakhigin Belirlenmesi

Her enzim i¢in aktivitenin maksimum oldugu bir sicaklik degeri vardir. Bu degerin
altinda ve iizerinde aktivite diiser. Enzimlerin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik

degerine o enzimin optimum sicaklik degeri denir.

Optimum sicakligin belirlenmesi i¢in sicaklik araligi 20°C ile 70°C arasinda degisen

sicaklik degerlerinde glutaminaz enziminin aktivite tayini gerceklestirildi.

5.10 Enzimin Termal Kararhhg

Enzimin termal kararliliginin tayini i¢in her bir mikroorganizmadan elde edilen enzim
homojenat1 25°C ile 80°C arasindaki sicakliklarda ayri ayri bekletilerek toplam 45
dakika siiresince her 15 dakikada bir 6rnek alinarak glutaminaz enziminin aktivite tayini

yapilarak elde edilen sonuglar grafige gegirildi.

5.11 Enzimin Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi

Enzimin maksimum hiz1 (v_, ) ve Michaelis-Menten sabiti Ky ‘nin bulunmasi igin

kinetik caligmalar 10 ile 100 mM’hik glutamin ¢ozeltileri (pH 8.0) kullanilarak
yapilmistir. Her konsantrasyona karsilik enzimin aktivitesinin belirlenmesi i¢in
spektrofotometrik olarak absorbanslar1 kaydedilmistir. Her bir absorbans degerine
karsilik aktivite degerleri Sekil 5.7°den faydalanilarak hesaplanmistir. Aktivite degerleri
Lineweaver-Burk grafiginde (1/Unite’ye kars1 1/[S]) yerine konularak buradan Ky ve

V... degerleri bulunmustur (Lineweaver ve Burk [96]).

5.12 Depolama Kararhhg:

S1v1 besiyerinde liretilen enzim siiziilerek enzim homojenati elde edildi. Elde edilen
homojenat -10°C’da depolandi. Depolama kararliliginin belirlenebilmesi igin 30 giin

boyunca periyodik olarak aktivite tayini yapildi.
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5.13 Formiiller ve Hesaplamalar

5.13.1 Protein Miktarinin Hesaplanmasi

Sekil 5.5°de ki BSA standart grafigi kullanilarak mL’deki protein miktarlar1 asagidaki
denklem yardimiyla hesaplandi.

mg/mL Protein Miktar1 Hesabi:
Absorbans = 0.5391 x BSA Konsantrasyonu (mg/mL)

5.13.2 Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

Bir iinite (U) glutaminaz aktivitesi; standart kosullar altinda bir dakikada glutaminden 1
pmol amonyum iyonu agiga ¢ikaran enzim miktar1 olarak tanimlandi ve enzim aktivitesi

total tinite olarak U/mL cinsinden ifade edildi.

mg/mL Amonyum Miktar: Hesabi:
Absorbans = 0.121 x NH,CI| Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 5.7°deki standart NH4Cl egrisi kullanilarak bulunan amonyum iyonu
konsantrasyonu asagidaki denklemde yerine yazilarak total iinite degeri (U/mL)

hesaplandi.

Total Unite (U/mL) = [(mg amonyum iyonu/mL x 1000)/ (t x Ma)]

mg amonyum iyon/mL: Numunelerin absorbanslarina karsilik gelen amonyum iyonu

miktari
t - Inkiibasyon zaman: (30 dakika)

My : Agiga ¢ikan amonyum iyonunun molekiil kiitlesi (18 g/mol)

5.13.3 Spesifik Aktivitenin Hesaplanmasi

Total tinite degerleri mL’deki protein miktarina boliinerek spesifik aktivite hesaplandi.

Spesifik aktivite U/mg protein olarak verildi.
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BOLUM 6

ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

6.1 Giris

Glutaminaz enzimi, azot metabolizmasinda onemli bir role sahiptir. Son yillarda
terapOtik ve endistriyel kullanim alanlarindan dolayr bu enzime olan ilgi oldukca
artmistir. Terapotik agidan antilésemik ajan olarak gorev almasinin yanisira fermente
gidalarda da tat artiric1 6zellik gostermekte rolii bulunmaktadir. Glutaminaz aktivitesi
yaygin olarak bitkilerde, hayvansal dokularda ve bakteri, maya ve kiifleri kapsayan

mikroorganizmalarda gézlenmistir.

Hypocrea jecorina saf kiiltiirinden ve Trichoderma reesei 1A mutant susundan
glutaminaz enziminin mikrobiyal olarak {iretimi, liretilen enzimin optimum kosullarinin

belirlenmesi ve kinetik parametrelerinin hesaplanmasi hedeflenmistir.

Glutaminaz enzimi glutamini glutamik asit ve amonyum iyonuna doniistiiren reaksiyonu

katalizleyen 6nemli bir enzimdir.

L-Glutamin = —&waminaz o 1 _Glutamik asit + NH4"

Glutaminaz enziminin aktivitesinin belirlenmesinde yukaridaki reaksiyon sonucu agiga

¢ikan amonyum iyonlarinin 6l¢iimii esas alinmustir.
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6.2 Hpypocrea jecorina saf Kiiltiirii ve Trichoderma reesei 1A Mutantindan

Glutaminaz Enzim Homojenat1 Eldesi

Glutaminaz enziminin iiretimi i¢in Bolim 5.4.3’de anlatildigi gibi karbon kaynagi
olarak %1 glukoz ihtiva eden, %0.1 KH,PO4, %0.05 MgS04.7H,0, %0.05 KCI, %5
NaCl ve enzim {iretimi i¢in substrat olarak %1 L-glutamin eklenerek sivi besiyeri
olusturulmustur. Elde edilen ¢ozelti otoklav ile sterilizasyon iglemine tabi tutulduktan
sonra Boliim 5.4.1°de anlatildig1 sekilde elde edilen Hypocrea jecorina saf kiiltiirii ve
Trichoderma reesei 1A mutant susu sterilize olmus besiyerlerine ayr1 ayr1 her 100
mL’lik hacme 2 mL mikroorganizma olacak sekilde asilanmistir. Asilama islemi sonrasi
besiyeri barindiran erlenler 30°C sicakliga ve 150 rpm ¢alkalama hizina sahip

inkiibatore yerlestirilerek 7 giin inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon islemi sonunda erlenlerin igerisinde yer alan besiyerleri siiziildiikten sonra
elde edilen ¢ozelti enzim homojenat1 olarak adlandirilmis ve enzim aktivitesi, spesifik
aktive, optimum pH, optimum sicaklik, enzim kinetigi ¢alisilmalarinin yiiriitiilmesi i¢in
kullanilmigtir. Analiz galismalarinda kullanilacak enzim homojenati +4°C’da,

kullanilmayan ise -10°C’da buzdolabinda depolanmustir.

6.3 Enzim Aktivitesi Tayini

Bolim 5.6’da anlatildig1 sekilde glutaminaz enzimi aktivitesi, glutaminaz enziminin
reaksiyonu sonucu a¢iga ¢ikan NHy" iyonlarinin Nesslerizasyon reaksiyonu sonucu
tayini esasina dayanmaktadir [40]. Tayin, 450 nm’de spektrofotometrik olarak her bir
mikroorganizmadan elde edilmis enzim homojenati i¢in ayr1 ayr1 belirlenmistir. Bolim
5.5’de belirtildigi sekilde Bradford metodu (Bradford [93]) kullanilarak protein
miktarlart belirlenmis, mg protein basma diisen aktivite degerleri hesaplanarak her iki
mikroorganizma tiirtinden elde edilen glutaminaz enzimi i¢in spesifik aktivite miktarlari
tayin edilmistir. Tim hesaplamalar, spektrofotometrik olarak elde edilen absorbans
degerleri Bolim 5.13’te belirtilen formiiller kullanilarak hesaplanmis ve elde edilen

degerler Cizelge 6.1’de sunulmustur.
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Cizelge 6.1 Hypocrea jecorina saf kiiltiirii ve Trichoderma reesei 1 A mutant susundan
elde edilen enzim homojenat1 sayisal parametreleri

Protein Spesifik
Enzim NH,* miktar Aktivite Miktar Aktivite
Homojenati (mg/mL) (U/mL) (mg (U/mg
protein/mL) protein)
H. jecorina 7.42 13.75 0.341 40.32
T reesei 7.98 14.78 0.375 39.41

6.4 Substrat Konsantrasyonunun Enzim Uretimi Uzerine EtKkisi

Substrat konsantrasyonunun Hypocrea jecorina saf kiiltiirii ve Trichoderma reesei 1A
mutant susu ile elde edilmesi hedeflenen glutaminaz enzimi iiretimi iizerine etkisini
belirleyebilmek i¢in Boliim 5.4.3’de belirtilen sivi1 besiyerine %1 ile %4 arasinda farkl
konsantrasyonlarda L-glutamin ilave edilerek enzim iretimi gergeklestirilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda alian 6rneklerin Béliim 5.6’da belirtildigi sekilde aktivite
tayinleri gergeklestirilmis ve elde edilen sonuclar substrat miktarina (%) kars1 total iinite
(U/mL) degerleri grafige gecirilmistir (Sekil 6.1).

20 -
HT.reesei 1A

M H. jecorina

—_
9}
1

Total Unite (U/mL)
=)

9}
I

1 2 3
L-Glutamin Konsantrasyonu (%)

Sekil 6.1 Farkli L-glutamin konsantrasyonlarinda Hypocrea jecorina saf kiiltiirii ve
Trichoderma reesei 1 A mutant susundan elde edilen glutaminaz enzim miktarlar
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Sekil 6.1 incelendiginde, ortama eklenen substrat miktar1 arttikga glutaminaz enzim
aktivitesinin de arttig1 goriilmektedir. Ortama karbon kaynagi olarak eklenen glukozun
tiikketilmesinden sonra mikroorganizmalar glutamine yonlenmis, onu hem karbon hem
de ihtiva ettigi iki azot atomundan dolay1 azot kaynagi olarak kullanmis ve glutaminaz

enziminin tiretimini gerceklestirmistir.

6.5 Tuz Konsantrasyonunun Enzim Uretimi Uzerine Etkisi

Hypocrea jecorina saf kiiltiiri ve Trichoderma reesei 1A mutant susu kullanilarak
yapilan glutaminaz enzimi iiretimi {lizerine ortama ilave edilen tuz konsantrasyonunun
etkisini belirlemek i¢in Boliim 5.4.3’de belirtilen sivi besiyerine %0 ile %15 arasinda
farkli konsantrasyonlarda tuz ilave edilerek enzim iiretimi gerceklestirilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda aliman 6rneklerin Boliim 5.6°da belirtildigi sekilde aktivite
tayinleri gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglar tuz konsantrasyonuna (%) karsi total

tinite (U/mL) degerleri grafige gecirilmistir (Sekil 6.2).

10 ~

=9=T. reesei 1A

H. jecorina

~—,

Total Unite (U/mL)

6 T T T 1
0 5 10 15 20

Tuz Konsantrasyonu (%)

Sekil 6.2 Hypocrea jecorina saf kiiltiirli ve Trichoderma reesei 1 A mutant susundan
iiretilen glutaminaz enzim aktivitelerine kars1 degisen tuz konsantrasyonlariin etkisi

Sekil 6.2 incelendiginde, ortama %5’lik tuz ilave edildiginde her iki tiirden iiretilen
enzim aktivitesinin en yiikksek oldugu goriilmis, %35’ten daha yliksek tuz
konsantrasyonlarinda aktivite her iki tiir i¢in de diismiistiir. %15°lik tuz miktarinda 7.
reesei 1 A mutant susundan tiretilen enzimin aktivitesinin H. jecorina’dan liretilen enzim

aktivitesine gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Weingand-Ziad¢ ve arkadaslar1 (2003), Lactobacillus rhamnosus mikroorganizmasini
kullanarak {irettikleri glutaminaz enzimine tuz konsantrasyonunun etkisini incelemek
icin %0 ile %20 tuz konsantrasyonuna sahip besiyerleri olusturarak inkiibasyon sonucu
belirledikleri enzim aktivitesi degerlerini tuz konsantrasyonuna kars1 grafige gecirmisler
ve liretim i¢in gerekli optimum tuz konsantrasyonunu %2.5 oldugunu belirlemislerdir
[31]. Kashyap ve arkadaslar1 (2002), siv1 besiyeri ortamini %5 NaCl ihtiva edecek
sekilde hazirlamiglardir [1]. Bunun yan1 sira literatiirde glutaminaz enziminin iiretimi

icin besiyerleri ¢ozeltileri deniz suyu kullanilarak hazirlanmistir [24], [27].

6.6 Enzim Aktivitesine Etki Eden Parametreler
6.6.1 pH’nin Etkisi

Glutaminaz enziminin aktivitesine pH’ nin etkisini incelemek i¢in 5 farkli pH’da (5.0;
6.0; 7.0; 8.0 ve 9.0) tampon ¢ozeltileri hazirlanip her bir pH degeri icin her iki
mikroorganizmadan da elde edilen enzim homojenatinda aktivite degerleri 6l¢iilmiistir.
Elde edilen sayisal degerler Cizelge 6.2 ve Cizelge 6.3°te verilmis, pH’ya karsi enzim
aktivitesi (U/mL) degerleri grafige gecirilmistir (Sekil 6.3).

Cizelge 6.2 Hypocrea jecorina saf kiiltiirtinden {tiretilen glutaminaz enziminin farkl
pH’larda elde edilen sayisal parametreleri

Hypocrea jecorina
. ) Spesifik
pH Absorbans ngl‘;lg?;[:ll:)an T(Eg/ln?il)l te A(Et/ll:;l;e
protein)
5.0 0.0291 0.24 0.44 1.29
6.0 0.0514 0.42 0.79 2.29
7.0 0.3724 3.08 5.69 16.58
8.0 0.5296 4.38 8.11 23.57
9.0 0.0467 0.39 0.71 2.08
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Cizelge 6.3 Trichoderma reesei 1 A mutant susundan tiretilen glutaminaz enziminin
farkli1 pH’larda elde edilen sayisal parametreleri

Trichoderma reesei 1A

Spesifik

NH," Miktar1  Total Unite Aktivite

pH Absorbans (mg/mL) (U/mL) (U/mg

protein)
5.0 0.1045 0.86 1.60 4.84
6.0 0.1719 1.42 2.63 7.99
7.0 0.3629 2.99 5.55 16.87
8.0 0.5230 4.32 8.01 24.31
9.0 0.2624 2.17 4.02 12.19
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=9=T. reesei 1A
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Sekil 6.3 Hypocrea jecorina saf kiiltiirii ve Trichoderma reesei 1A mutant susundan
elde edilen glutaminaz enzim aktivitesine pH nin etkisi

Cizelge 6.2, Cizelge 6.3 ve Sekil 6.3’te goriildiigii gibi, pH 8.0’a kadar glutaminaz
enziminin aktivite degeri kademeli olarak artmistir. pH 8.0’den sonra aktivite keskin bir
diisiis gostermistir. Dolayistyla her iki mikroorganizma tiiriinden elde edilen enzimin

optimum ¢aligsma pH’s1 8.0 olarak se¢ilmistir.

Jeya Parakash ve arkadaslar1 (2010) da Vibrio sp. mikroorganizmasini kullanarak
iirettikleri glutaminaz enziminin optimum pH degerini 8.0 olarak belirtmistir [47]. Dura

ve arkadaslar1 (2004), Debaryomyces spp. mikroorganizmasindan tirettikleri glutaminaz
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enziminin pH 7.5-8.5 aralifinda aktivite degerlerinin en yiiksek oldugunu
belirtmislerdir [54]. Prasanth Kumar ve arkadaslar1 (2009), Aspergillus sp. kullanarak
iretimini  gercgeklestirdigi glutaminaz enziminin optimum pH’sim1 7.0 olarak
belirtmislerdir [24]. Literatiirde mikrobiyal olarak {iretilen glutaminaz enziminin
optimum pH’siin {iretilen mikroorganizmaya bagli olarak pH 7.0 ile 8.0 arasinda

degiskenlik gosterdigi bulgularla desteklenmistir [24], [47], [54].

6.6.2 Sicakhigin Etkisi

Glutaminaz enzim aktivitesine sicakligin etkisini arastirmak igin 5 farkli sicaklikta (20,
40, 50, 60 ve 70°C) ve enzimin optimum pH degerinde enzim aktivitesi tayini
gerceklestirilmistir. Optimum kosullarda hazirlanmis olan ¢ozeltiler belirtilen sicaklarda
30 dakika inkiibe edilerek her bir mikroorganizma tiiriinden iiretilen enzim aktivitesi
belirlenmistir. Elde edilen sayisal degerler Cizelge 6.4 ve Cizelge 6.5°de verilmis,
sicakliga (°C) karg1 enzim aktivitesi (U/mL) degerleri grafige gegirilmistir (Sekil 6.4).

Cizelge 6.4 Hypocrea jecorina saf kiiltiirlinden iiretilen glutaminaz enziminin farkl
sicakliklarda elde edilen sayisal parametreleri

Hypocrea jecorina
) Spesifik
Sicakhk Absorbans NI-(I;:gl);IIillI(f)arl T(E{?/lntljllj)l te Azlét/l:l’:;e
protein)
20 0.5235 4.33 8.01 43.11
40 0.6198 5.12 9.49 51.04
50 1.2285 10.15 18.80 101.16
60 0.7931 6.55 12.14 65.31
70 0.6212 5.13 9.51 51.15
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Cizelge 6.5 Trichoderma reesei 1 A mutant susundan tiretilen glutaminaz enziminin
farkli sicakliklarda elde edilen sayisal parametreleri

Trichoderma reesei 1A

Spesifik

NH4' Miktar1  Total Unite Aktivite
Sicakhik Absorbans (mg/mL) (U/mL) (U/mg

protein)
20 0.8391 6.93 12.84 34.22
40 0.9661 7.98 14.79 39.40
50 1.5312 12.65 23.43 62.45
60 1.1325 9.36 17.33 46.19
70 0.8273 6.84 12.66 33.74

25
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Sekil 6.4 Hypocrea jecorina saf kiiltiirii ve Trichoderma reesei 1 A mutant susundan
tiretilen glutaminaz enzim aktivitesine sicakligin etkisi

Cizelge 6.4, Cizelge 6.5 ve Sekil 6.4’te goriildigii gibi, her iki tiirden iiretilen
glutaminaz enziminin aktivitesi 50°C’ye kadar artmig, 50°C’den sonra enzim aktivitesi
hizla diismiistiir. Her iki glutaminaz enzimi igin optimum sicaklik degeri 50°C olarak

belirlenmistir.

67



Weingand-Ziadé ve arkadaslari (2003), Lactobacillus rhamnosus
mikroorganizmasindan trettikleri glutaminaz enzimine sicakligin etkisini incelemisler
ve enzimin 50°C’de maksimum aktivite gdsterdigini belirlemislerdir [31]. Enzimin
yiiksek sicakliklarda aktivite degerini kaybetmemesi, aksine 50°C sicaklikta maksimum
aktivite gostererek termal kararlilik gostermesi glutaminaz ile genis sicaklik araliginda

calisma alan1 yaratmasi bakimindan ¢ok 6nemlidir.

6.7 Enzim Termal Kararhhg:

Bolim 5.10°da anlatildigr sekilde yapilan termal kararlilik ¢alismalarinda elde edilen

sonuglar zamana kars1 bagil aktivite cinsinden grafige alinmistir (Sekil6.5 ve Sekil 6.6).
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Sekil 6.5 Hypocrea jecorina’dan liretilen glutaminaz enziminin termal kararlilig

Grafikten, enzimin yiiksek sicakliklarda zamanla aktivite degerlerinde meydana gelen
degisimler goriilmektedir. Yiiksek sicakliklara ¢ikildik¢ca enzim aktiviteleri arasindaki
farklarin az olmasi enzimin termal kararliliginin yiiksek oldugunu ifade etmektedir.
Sekil 6.5 incelendiginde 40°C’den itibaren 15. dakikada glutaminaz aktivitesinde
yaklagik %10’luk bir azalma disinda sicaklik arttikca zamanla enzim aktivitesinde

onemli bir azalma goriilmemektedir.
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Sekil 6.6 T.reesei’den iiretilen glutaminaz enziminin termal kararlilig1

Sekil 6.6 incelendiginde enzimin yiiksek sicakliklarda zamanla aktivite degerlerinde
meydana gelen degisimler goriilmektedir. Yiiksek sicakliklara c¢ikildikca enzim
aktiviteleri arasindaki farklarin az olmasi Trichoderma reesei 1A mutant susundan

tiretilen enzimin termal kararliliginin yiiksek oldugunu ifade etmektedir.

Weingand-Ziadé ve arkadaslari (2003), Lactobacillus rhamnosus
mikroorganizmasindan {rettikleri glutaminaz enziminin termal kararihgim 45°C’den
75°C’ye kadar 100 dakika boyunca 20 dakikalik periyotlarla analiz edip grafige
gecirmislerdir. Calisma sonucunda 75°C’da 15 dakika inkiibasyon sonucunda enzimin
tamamen inhibe oldugunu belirtmislerdir [31]. Caligmamizda 70°C’a kadar yapilan
Ol¢iimlerde 45 dakika sonucunda enzim aktivitesinde 6nemli bir kayip goriilmemistir.
Bu da mikrobiyal iretimini gergeklestirdigimiz glutaminaz enziminin termal
kararliliginin oldukca yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu durum enzimle calisilan
biyoanalitik  caligmalarda, 0Ozellikle enzim temelli biyosensér hazirlanmasi

calismalarinda biiyiik 6nem tagimaktadir.
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6.8 Enzim Kinetigi

Biyokimyasal reaksiyonlar i¢in enzimlerin kinetik parametrelerinin (Ky ve v

degerleri) belirlenmesi, enzimle yapilan c¢alismalar1 hakkinda 6nemli bilgi saglamasi

bakimindan ¢ok énemlidir [97].

Maksimum hiz, v__, enzimatik katalizin ulasabilecegi en yiiksek hiz degeridir. Enzim

bolgeleri substrat ile tam doygunluga ge¢ince maksimum hiza ulasir. Michaelis-Menten
sabiti, Ky, en yiiksek hiz degerinin yarisina ulasmak i¢in gerekli substrat miktaridir,
enzime ve substrata 6zgiidiir, enzimin substrata olan ilgisini yansitir. Ky,’si diisiik olan

bir enzim, substratina yiiksek ilgi (affinite) gosterir [97].

Uretilen glutaminaz enziminin kinetik parametreleri olan v, ve Ky degerlerinin

hesaplanmas1 Boliim 5.11°de belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir. Farkli glutamin
konsantrasyonlarinda glutaminaz enzim aktivitesi belirlenmis, elde edilen sayisal
parametreler Cizelge 6.6 ve Cizelge 6.7°de verilmistir. 1/[glutamin] (mM™) — 1/Unite
((U/mL)™") degerleri grafige gecirilerek Lineweaver—Burk grafigi elde edilmistir (Sekil
6.7 ve Sekil 6.8).

Cizelge 6.6 Hypcrea jecorina saf kiiltiirlinden tiretilen glutaminaz enziminin farkli
g
glutamin konsantrasyonlarinda elde edilen sayisal parametreleri

Hypocrea jecorina
Glutamin 1\.IH4+ ’!‘ot.al /[Glutamin] 1{.’1‘(.)tal
Konsantrasyonu Absorbans  Miktar: Unite (mM)"! Unite B

(mM) (mg/mL) (U/mL) (U/mL)
10 0.8658 7.16 13.25 0.100 0.0755

20 0.8733 7.22 13.37 0.050 0.0748

30 0.8960 7.40 13.71 0.033 0.0729

40 0.9034 7.47 13.83 0.025 0.0723

60 0.8969 7.41 13.73 0.017 0.0729

80 0.8932 7.38 13.67 0.013 0.0732
100 0.9052 7.48 13.85 0.010 0.0722
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Sekil 6.7 Hypocrea jecorina’dan liretilen glutaminaz enziminin Lineweaver-Burk
grafigi

Sekil 6.7°de elde edilen grafik kullanilarak Ky ve v, degerleri hesaplanmistir.
Lineweaver-Burk grafiginde dogrunun y eksenini kestigi (x=0) deger (1/Total Unite
(U/mL)™") 1/ v, degerine karsilik gelmektedir. Dogrunun x eksenini kestigi (y=0)
deger ise -1/Ky degerine karsilik gelmektedir. Lineweaver-Burk grafiginden
yararlanilarak bulunan Ky degeri 0.491 mM; v degeri ise 13.87 U/mL olarak

bulunmustur. Ky; degerinin diisiik olmas1 glutaminaz enziminin substrati olan glutamine

ilgisinin (affinite) yliksek oldugunun bir gostergesidir.

Cizelge 6.7 Trichoderma reesei 1A mutant susunda {iretilen glutaminaz enziminin farkli
glutamin konsantrasyonlarinda elde edilen sayisal parametreleri

Trichoderma reesei 1A

Glutamin 1\-IH4+ Tot.al V/[Glutamin] 1(‘T(-)tal
Konsantrasyonu Absorbans  Miktari Unite (mM)! Unite B

(mM) (mg/mL)  (U/mL) (U/mL)

10 0.8002 6.61 12.25 0.100 0.0817

20 0.8144 6.73 12.46 0.050 0.0802

30 0.8345 6.90 12.77 0.033 0.0783

40 0.8390 6.93 12.84 0.025 0.0779

60 0.8402 6.94 12.86 0.017 0.0778

80 0.8401 6.94 12.86 0.013 0.0778

100 0.8464 6.99 12.95 0.010 0.0772
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Sekil 6.8 Trichoderma reesei’dan tretilen glutaminaz enziminin Lineweaver-Burk
grafigi

Sekil 6.8’de elde edilen Lineweaver-Burk grafiginden yararlanilarak Trichoderma

reesei 1A mutant susundan elde edilen glutaminaz enziminin Ky ve v, degerleri

hesaplanmistir. Lineweaver-Burk grafiginden yararlanilarak bulunan Ky degeri 0.647

mM; v degeri ise 13.01 U/mL olarak bulunmustur. Ky degerinin diisilk olmasi

nedeniyle Hypocrea jecorina saf kiiltiiriinden elde edilen enzime gore glutamine olan

ilgisi daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

Weingand-Ziadé ve arkadaglari (2003), Lactobacillus rhamnosus
mikroorganizmasindan {irettikleri glutaminaz enziminin kinetik parametrelerini ¢alismis
ve Michaelis-Menten sabiti olan Ky’y1 4.8 mM, v degerini ise 101 U/L olarak rapor
etmiglerdir [31]. Calismamizda her iki mikroorganizma tiiriinden elde edilen Ky
degerleri de literatiirde yer alan degerden daha kiigiiktiir. Bu da Hypocrea jecorina ve
Trichoderma reesei 1A mikroorganizmalarindan elde edilen glutaminaz enziminin

substratina olan ilgisinin daha yiiksek oldugunu géstermektedir.

6.9 Enzimin Depolanma Siiresince Kararhhg:

Hypocrea jecorina ve Trichoderma reesei 1A mikroorganizmalart kullanilarak {iretimi
gergeklestirilmis glutaminaz enzim homojenatt +4°C’da 30 giin boyunca aktivite

degerleri takip edilerek depolama kararlilig1 tayin edilmistir (Sekil 6.9).
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Sekil 6.9 4°C’da depolama sartlarinda glutaminaz enzim aktivitesinin zamanla degisimi

Sekil 6.9’dan de goriildiigi gibi her iki tiirden elde edilmis glutaminaz enziminin 30 giin
stiresince +4°C’de depolanmasi sonucunda herhangi bir aktivite kaybi1 goriilmemistir.
Bu durum enzim ile yapilan biyoanalitik ¢aligmalarda rahatlikla kullanilabilecegini
gdstermektedir. Ozellikle daha sonrasi igin planlamis oldugumuz glutaminaz enzim

biyosensorii hazirlanmasi i¢in oldukca avantajhidir.
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BOLUM 7

SONUCLAR ve ONERI

Bu c¢alismada Hypocrea jecorina saf kiiltliriinden ve Trichoderma reesei 1A mutant
susundan glutaminaz enziminin mikrobiyal olarak iiretimi, iiretilen enzimin optimum

kosullariin belirlenmesi ve kinetik parametrelerinin hesaplanmasi hedeflenmistir.

Hypocrea jecorina saf kiiltiirii ve Trichoderma reesei 1A mutant susu kullanilarak
tiretilen glutaminaz enziminin optimum pH degeri 8.0, optimum sicakligi 50°C olarak
belirlenmis, enzimin termal kararliliginin ve depolama kararliliginin oldukga yiiksek
oldugu bulunmustur. Ayrica her iki mikroorganizmadan iiretilen enzimin kinetik

parametreleri olan Ky ve v degerleri Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek

hesaplanmustir.

Yapilan tiim ¢aligmalarimiz amacina ulagarak, mikrobiyal olarak iiretilen glutaminaz
enziminin Uretim kosullarni, optimum kosullarint ve kinetik parametrelerini
zorlanmadan belirledik. Literatiirde mikrobiyal olarak glutaminaz iiretiminin Hypocrea
jecorina ve Trichoderma reesei mikroorganizmalariyla iiretimi calisilmamis olmasi
calismamizin 6zglin oldugunu gostermektedir. Sunulan tez ¢aligmasinda iretilen
glutaminaz enziminin aktivitesinin, optimum sicakliginin, termal kararlilifinin ve
depolama kararliliginin yiiksek olmasi, planlamis oldugumuz, glutamin tayinine yonelik
ve glutaminaz enziminin immobilize edilerek biyosensoér hazirlanmasi ic¢in temel

olusturmas1 bakimindan biiyiik 6nem tagimaktadir.
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