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PYCNOPORUS SANGUINEUS KAYNAKLI REKOMBINANT LAKKAZ
PSLCC2 KULLANIMI iLE TEKSTIiL BOYALARINDA RENK GIDERIMi

OZET

Endiistriyel enzimler giinlimiizde pek c¢ok sektdrde yaygin sekilde kullanilan
biyolojik katalizorlerdir. Gida ve igecek endiistrisi, tekstil sektorii, deterjan ve kimya
endustrisi, deri sanayi, kozmetik ve medikal Uriin sektorlerinde enzimler yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Rekombinant DNA teknolojisinin kesfi ve genetik biliminin
ilerlemesiyle enzimlerin, endiistriyel Olcekte liretilmesinin 6nii acilmis ve oldukga
genis skalada enzim tiretimi miimkiin hale gelmistir.

Lakkaz enzimi (EC 1.10.3.2) oksidorediiktaz sinifina dahil bir enzim ¢esididir. Sahip
oldugu baz1 ozelliklerden dolayr gilintimiizde pekcok sektorlde kullanilmaktadir.
Lakkaz iireten gesitli tiirlerin var olmasi farkli fonksiyonlara sahip lakkazlarin var
olmasina ve substrat cesitliliginin genis olmasma sebep olmustur. Ayrica bu
nedenden Otliri optimum sicaklik ve pH kosullar1 da oldukga cesitlilik
gostermektedir. Lakkazin substrat cesitliligini ve aktivitesini arttiran mediatdrler ile
birlikte kullanilabilir olusu lakkazin performansimi arttiran bir diger husustur.
Lakkazlarin en yaygin kullanildig: alanlar tekstil, kagit, gida ve boya sektorleridir.
Ayrica baz1 c¢evreye zararlh ve toksik Ozellik gosteren kirleticilerin
biyoremediasyonunda da kullanildig: bilinmektedir.

Yapilan bu ¢alismada Pycnoporus sanguineus kaynakli rekombinant lakkaz PsLcc2
enziminin boya giderim kapasitesi arastirilmistir.  Ayrica dekolorizasyona ugrayan
boyalar Gizerinde toksisite analizleri yapilmistir. Lakkaz enzimi kodlayan Pycnoporus
sanguineus MUCL 38531 susuna aitPslcc2 geni, endistriyel Uretim igin oldukga
elverisli bir maya tiirii olan Pichia pastoriste aktarilarak heterolok enzim iiretimi
gerceklestirilmigtir. P. pastoris konakgisinda tiretilen rekombinant lakkaz PsLcc2
enzimi ile renk giderimi ¢alismalar1 gerceklestirilmistir.

Renk giderimi (dekolorizasyon) calismalarinda Azo ve Triarilmetan smifi boya
grubuna ait)7 farkli boya kullanilmistir. Dekolorizasyon ¢alismalarinda lakkaz
enzimi tek basma kullanildigr gibi ii¢ farkli mediatorle birlikte lakkaz-mediator
sistemi kurularak da ¢aligsmalar gerceklestirilmistir. Bu kapsamda sentetik mediator
olarak ABTS (2,2'-azin-bis 3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit), dogal mediatorler
olarak da sringaldehit ve p-kumarik asit kullanilmistir. Renk giderim g¢aligmalarinin
analizleri spektrofotometrik yontemle gergeklestirilmis olup ardindan Ames testi
kullanilarak mutajenik aktivite analizleri ger¢eklestirilmistir.

Calismanin sonucunda rekombinant lakkaz Pslcc2 enzimi ile beraber kullanilan
mediatorlerin s6z konusu yedi boya tzerindeki renk giderim verimini bir hayli
arttirdigr tespit edilmistir. Ayrica boya ¢esidine gore her mediatoriin farkli etki
gosterdigi, kullanim amacina ve kullanim alanina gore spesifik lakkaz-mediator
sistemlerinin olusturulmasi gerektigi tespit edilmistir. Yapilan mutajenik aktivite
analizleri sonucunda rekombinant lakkaz Pslcc2-mediatoér sistemi tarafindan
dekolorizasyona ugrayan boyalarin herhangi bir mutajenik etki gostermedigi
gosterilmistir. Kisaca, uygun mediator varliginda rekombinant lakkaz PsLcc2
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enziminin, mutajenik bir ara {iriin olusturmadan, Azo grubu ve Triarilmetan grubu
tekstil boyalarimi1 renk giderimindebasar1 ile kullanilabilecek gulvenli kuvvetli bir
lakkaz oldugu anlasilmistir.
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DECOLORIZATION OF TEXTILE DYES USING RECOMBINANT
LACCASE PSLCC2 FROM PYCNOPORUS SANGUINEUS

SUMMARY

Enzymes as biological catalysts are widely used in many industries ranging from
processes in the food and beverage industries, the textile industry, the detergent and
chemical industries, the leather industry, the cosmetic and medical industries.The
discovery of recombinant DNA technology and the advancement of genetic
engineering have opened the way for the production of enzymes on an industrial
scale and it has become possible to produce enzymes on a very large scale.

Laccases(EC 1.10.3.2) are multioxidoreductases belonging to the multicopper
containing oxidasess. The presence of various types of laccase-producing species has
led to the existence of laccases with the different functions and the widespread
substrate diversity. Also due to this reason their optimum temperature and pH
conditions are quite variable. The use of the laccases with mediators that increase
their substrate diversity and activity is another aspect that increase the potential use
of laccases in various industrial and biotechnological applications. Preferably,
laccases are promisingly used for bioremediation of the pollutants which are harmful
and toxic to some environment

In this study a laccase gene Pslcc2 isolated from the white-rot fungus Pycnoporus
sanguineus MUCL 38531 has been expressed in the Pichia pastoris which is a yeast
strain that is very suitable for heterologues protein productions. The decolorization
potential of the resultant recombinant laccase was then investigated for synthetic
textile dyes. Seven chemically different dyes classified as Azo and triarylmethane
dyes were tested in the decolorization studies. Its decolorization efficiencies were
analysed in the presence of three different mediators.. ABTS (2,2'-azine-bis 3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) was used as a synthetic mediator and
syringaldehyde and p-coumaric acid were used as natural mediators. Mutagenicity of
these dyes before and after laccase treatment were also investigated by employing
Ames test.

As results, it was found that mediators significantly increase the decolorization
efficiency of recombinant laccase PsLcc2.Furthermore, in addition to the
decolorization of these textile dyes, no mutagenicity was observed after the
recombinant PsLcc2 laccase treatment. Briefly, the recombinant laccase PsLcc2 is
a promising candidate for decolorization and detoxification of Azo and
Triarylmethane dyes.
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1. GIRIS
1.1 Endustriyel Enzimler

Insanoglunun enzimleri kullanmas1 medeniyetin ilk zamanlarina kadar uzanmaktadir.
Belirli yiyecek ve igeceklerin iiretilmesinde, giysi amaciyla kullanilan derilerin
islenmesinde ilk toplumlarin enzimlerin avantajlarindan faydalandigi bilinmektedir.
[1] Ancak, enzimlerin dogasinin ve c¢alisma mekanizmalarinin anlasilmasi igin
yapilan c¢alismalar 19. ylizyil sonlar1 ve 20. yiizyil baglarinda hiz kazanmistir [1].
Glintimiizde ise degerli farmasotiklerin ve kimyasallarin tretiminde, biyoyakit
sektorlinde, gida ve igecek endiistrisinde, deterjan, tekstil ve deri gibi pek c¢ok
endustriyel alanda enzimler kullanilmaktadir [2]. Enzimler, sahip olduklari kiral ve
pozisyonel oOzgilinliik ve uygun c¢alisma kosullar1 sayesinde hedeflenen belirli
urtnlerin Gretilmesinde c¢esitli endiistrilerde yaygin sekilde biyokatalizér olarak

kullanilmaya baglanmistir [2].

Endiistriyel enzimlerin kullanim alanlari, enzimin sahip oldugu spesifik 6zelliklere
gore degiskenlik gostermektedir. Ornek olarak biyoyakit endiistrisinde kullanilan
selilaz enzimi selilozu parcalarken selllozik etanol agiga c¢ikartmaktadir [3].
Deterjan endiistrisinde kullanilan proteaz, lipaz ve amilaz enzimleri, sirasiyla
proteinlerin, yaglarin ve nisastanin bulasiklardan ve c¢amasirlardan arindirilmasi
amaciyla deterjan Urunlerine ilave edilmektedir [4]. Peynir iiretiminde kullanilan
rennin ve kimozin enzimleri siitiin kesilmesinde ve peynir olusumunda goérev alirlar.
[5] Pektin yapisin1 pargalamada kullanilan pektinaz enzimi ise meyve suyu

endustrisinde oldukga yaygin kullanilan bir enzimdir [6].

Endiistride kullanilan enzimlerden bazilar1 oldukga spesifik amaglar i¢in kullanilsa
da bazi enzimler, sahip olduklar1 6zelliklerden dolay1 birden fazla endiistriyel alanda
kullanilmaktadir. Deterjan endiistrisinde kullanilan ve proteinlerin par¢calanmasindan
sorumlu olan proteaz enzimi ayni zamanda deri islemesinde killarin gideriminde,
kozmetik sektoriinde tiy dokict kremlerin Gretiminde veya kontak lenslerin

korunmasi amaciyla kisisel bakim {irinlerinde de kullanilmaktadir [4,7]. Benzer



sekilde, farkli uygulamalar ve alanlarda kullanilan bir enzim ¢esidi de lakkazdir. Bir
oksidorediiktaz ¢esidi olan lakkaz enzimi, deterjan iiretiminde beyazlatic1 ajan
olarak, igecek iiretiminde istenmeyen fenolik bilesiklerin uzaklastirilmasinda, dis
beyazlaticis1 olarak kisisel bakim {irtinlerinde kullanilmaktadir [8]. Ayrica gevre
islahinda  zararli  kirleticilerin ~ biyoremediasyonunda da lakkaz  enzimi

kullanilmaktadir [8].

1.2 Lakkaz

Lakkaz enzimi (EC 1.10.3.2) c¢oklu bakir atomu igeren bir oksidorediiktaz ¢esidi
enzimdir. Bu o0zelliginden dolayr sitokrom-c oksidaz, L-askorbat oksidaz,
seruloplazmin, bilirubin oksidaz gibi {yelerin de yer aldigt mavi oksidazlar
gurubunun bir liyesidir. Lakkaz enzimi sahip oldugu dort adet bakir atomlarinin
sayesinde oldukca genis bir skaladaki aromatik bilesiklerin oksidasyonunu katalizler.
Meydana gelen bu reaksiyonda enzim, hidrojen vericisi olarak davranirken ayni
zamanda da hidrojen peroksit olusumu gdzlenmeksizin molekiiler oksijenin de suya

indirgenmesi gergeklesir [9,10].

Lakkaz enzimi ilk olarak bir Japon agaci olan Rhus venicifera bitkisinin ézsuyundan
elde edilmistir [11]. Ardindan, yapilan ¢aligmalar sonucu pek ¢ok mantar tiiriiniin de
bu enzime sahip oldugu tespit edilmistir. Agaricus bisporus, Podospora anserina,
Rhizoctonia practicola, Trametes or Polyporus versicolor, Pholiota aegerita,
Pleurotus ostreatus, Coriolus hirsitus, ve Neurospora crassa gibi organizmalar,
lakkaz {izerine yogunlukla ¢alisilan tiirlerden olmustur [12]. Bunun yaninda lakkaz
enziminin bagka bitkilerde, boceklerde ve bakterilerde de bulundugu bilinmektedir
[13]. Bir cila agact iiyesi olan Anacardiaceae ailesinin biitiin tiirlerinde lakkaz
enziminin varlig: tespit edilse de bitkilerdeki lakkaz varligi mantarlara gore oldukga
kisithdir [15]. Yapilan ¢alismalar bazi boceklerin de lakkaz benzeri enzimlere sahip
oldugunu ortaya ¢ikarmistir [16]. Lakkaz bulunduran prokaryotik organizmalar
arasinda ilk kesfedilen tiir ise Axospirillum lipoferum organizmasidir [17]. Gelisen
sekanslama teknolojisi sayesinde yapilan metagenomik c¢aligmalar sonucu Gram-
negatif ve Gram-pozitif bakterilerde lakkaz enzimi ihtiva eden tiirler oldugu tespit
edilmistir [18].

Lakkaz enziminin aktif bolgesinde bulunan bakir, oksijen ve hidrath elektron gibi

elemanlar, enzimin kendine 0zgl bir elektron transfer ve kataliz mekanizmasina



sahip olmasini saglamistir [12]. Lakkaz, sahip oldugu genis substrat ozgiilligi,
yiiksek katalitik sabitleri, oksijenin ikinci substrat olarak kullanimi gibi 6zellikleri
sayesinde, gida endiistrisinden ¢evre 1slahi uygulamalarina kadar pek cok farkh

uygulamada kullanim alan1 bulmustur [14].

1.2.1 Yapasal ozellikler

Lakkaz da diger mavi oksidaz enzimleri gibi glikoprotein yapisindadir. Heksozamin,
glukoz, mannoz, galaktoz, fukoz, ve arabinoz gibi molekillerin de bulunabildigi
glikoprotein yapisinda %10 ile %45 arasinda karbonhidrat kompozisyonu
olusabilmektedir [19,20]. Lakkazin molekiiler agirligi ise organizmanin kaynagina
gore oldukca degiskenlik gostermektedir. Trametes versicolor un sahip oldugu dort
farkli lakkaz izoformu 66, 64, 45, 43 kDa agirliklarina sahipken, Podospora
antiserina 390 kDa molekiiler agirliga sahip lakkaz enzimi igerir. Rhus vernicifera
140 kDa, Coriolus hirsitus 55 kDa molekiiller agirliga sahip lakkaz enzimi
icermektedir [12].

Genetik sekans hizalamasi temelinde gergeklestirilen filogenetik analizlere gore
farkli lakkaz enzimlerinin bakir baglayict domainlerinin oldukca iyi korundugu tespit
edilmistir. Bu boélgelerin disinda kalan yerler ise tiirden tiire olduk¢a degiskenlik
gOstermektedir [21]. Mantar tiirlerindeki lakkazlarin filogenetik analizleri sonucu
monofiletik bir dalin varlig1 tespit edilmistir. Ayrica lakkaz enziminin evrimsel
olarak cok eski zamanlarda da var oldugu tespit edilmistir. Enzimin aktivitesinde
oldukca Onemli olan bakir baglayici bolgelerin korunmast da ilk evrimsel
degisimlere kadar uzanmaktadir. Bu yapisal korunum, lakkaz enzimlerinin reaksiyon
mekanizmasindaki bakir oksidasyonu ve oksijen indirgenmesinin de neden biitiin

tirlerde ortak oldugunu da agiklamaktadir [22].

1.2.2 Metal icerigi

Lakkaz enzimi her monomerinde dort adet bakir atomu igerir. Bunun disinda baska
bir ko-faktorii yoktur. Bu bakir atomlar1 T1, T2 ve T3 olarak isimlendirilmis 3 redoks
bolgesine bagli sekilde bulunurlar. Ayrica bu bakir atomlar1 sahip olduklar
paramanyetik ve spektroskopik ozelliklere gére Tip I, Tip Il ve Tip Ill olarak

siniflara ayrilmiglardir [23].



Cul olarak isimlendirilen bakir atomu paramanyetik ve mavi renklidir. Tip 1 olarak
simiflandirilir ve T1 bolgesinde islev gosterir. Bu bakir atomu enzimin mavi-yesil
renge sahip olmasina sebep olur. Cul, sistein ile kovalent bag olusturur ve Elektron
Paramanyetik Rezonans (EPR) olusumuna sebep olur. Cul ve T1 su gibi ¢oziiciilerin
icinde islev gosterebilmektedir. Cul, kobalt ve civa gibi metallerle yer degistirme
ozelligine sahip olsa da bu durum enzimin aktivitesini olumsuz yonde etkilemektedir
[23,24]. Cu2 bakir1 Tip II sinifina dahil edilmistir ve T2 bolgesinde islevseldir. Cu2
de paramanyetik Ozellik gosterse de renksiz yapidadir. EPR degeri, Cul atomuna
gore daha zayiftir. Cu3 ve Cu4 atomlari ise dimanyetik spin ¢ifti olustururlar. Tip III
simifinda olan bu bakirlar T3 bolgesinde aktivite gosterirler. Tip 1 ve Tip II bakir
atomlar1 mononiikleer yap1 olustururken Cu3 ve Cu4 bakir atomlar1 hidroksil
koprisuyle olusan anti-ferromanyetik, biniikleer bdlge olusturmaktadir. Bu

oOzelliklerin sonucu olarak da EPR olusumu gézlenmemektedir [23,24].

T3 bolgesi oksitlenmis formda 330 nm’de UV spektrumunda bir pik olusumundan
sorumlu olsa da aktif bdlgenin indirgenmesi ile bu pik kaybolmaya baslar. T2 ve T3
bolgeleri molekiiler oksijnin indirgenigi bir triniikleer kiime olusturmaktadir. T1
bolgesinde ise indirgenen substratin oksidasyonu gerceklesir. Alinan elektronlar T2

ve T3 triniikleer merkeze aktarilir [24].

1.2.3 Redoks Potansiyeli (E®)

Indirgenmis substrattan elektron alimi igin gerekli enerji olarak nitelendirilen redoks
potansiyeli (E%) lakkaz enzimi icin énemli bir parametredir. Lakkaz enzimi igin E°
belirlemesinde KsFe(CN)s —KsFe(CN)s gibi molekiil giftleri kullanilmaktadir. T1
bolgesinin sahip oldugu redoks potansiyeli lakkazin kaynak organizmasma gore
olduk¢a degiskenlik gostermektedir. Buna benzer bir durum T1’in EPR degeri i¢in
de gozlenmektedir. Genelde mantar tiirlerinde lakkazlarin E° degerleri bitkisel ve
bakteri kaynakli lakkazlara gore bir hayli ylksektir. Cizelge 1.1°de farkli

organizmalara ait lakkaz enzimlerinin redoks potansiyelleri verilmistir [24,25].

Enzim performans: ile dogrudan iliskili olan reaksiyon giicii i¢in redoks
potansiyelinin 6nemi yiiksektir. Yapilan ¢aligsmalarda indirgenmis substrat ile Cul
(T1) arasindaki E° farkinin oksidasyon seviyesini belirledigi tespit edilmistir.
Oksidayon seviyesinin yiiksek oldugu durum genellikle substratin E® degerinin

diisiik, Cul (T1) i¢in E° degerinin yiiksek oldugu kosullarda gozlenmektedir. Farkl



tiirler arasindaki lakkaz enzimlerinin E° degerinin degiskenlik gdstermesi, bu degeri
belirleyen parametreler {lizerine yapilan c¢alismalart arttirmistir. Bu calismalar
neticesinde, T1 bolgesindeki fenilalanin ve 16sin gibi hidrofobik aminoasit
kalmntilarinin varhginm E° degerini yiikselttigi gozlenmistir. Bunun yani sira Cul
atomunun yakminda bulunan pentapeptit segmentinin varligi da E° degeri iistiinde
etkilidir [24,25,26].

Cizelge 1.1: Farkli organizmalara ait lakkaz enzimlerinin E° degerleri

T1E%degeri Potansiyel a.a

Tar Organizma V) Kalntisi Kaynak
Trametes Basidiomycetes +0.79 Fenilalanin 24
versicolor
Trametes Basidiomycetes +0.79 Fenilalanin 22

villosa
Negerord Actinomycetes +0.78 Losin 26
crassa
Rhizoctonia -
. Deuteromycetes +0.71 Ldsin 22
solani
C_o prinus Basidiomycetes +0.55 Losin 22
cinereus
Scytalldl_um Basidiomycetes +0.51 Losin 22
thermophilum
Mycellophtr_\ora Actinomycetes +0.47 Losin 24
thermophila

Rhus Bitki +0.43 Metionin 9
vernicifera
Zucchini
(Cuburbita Bitki +0.34 Metionin 22

pepo)

1.2.4 3 boyutlu (3D) yap1

Glinlimiizde, farkli organizmalarin sahip oldugu lakkaz enzimlerinin {i¢ boyutlu
yapilarinin aydinlatilmasina yonelik yapilan caligmalar, ozellikle son 15 yil
icerisinde olduk¢a hiz kazanmis durumdadir. Nitekim RCSB, PDB (Yapisal
Biyoinformatik Arastirma Isbirligi, Protein Veri Bankas1) veri tabaninda prokaryotik
lakkaz enzimlerinden bitkisel lakkazlara kadar pek ¢ok farkli organizmaya ait lakkaz
enziminin ¢ boyutlu yapilari mevcut durumdadir [27]. Farkli organizmalara ait

lakkaz enzimlerinin yapilarinda homoloji goézlense de birincil yap1 farkliligindan



kaynaklanan farklar da mevcuttur. Bu degisiklikler 6zellikle iic boyutlu dongiilerde
(loop) ve substrat baglanma oyuklarinda meydana gelmektedir [28].

Hakulinen ve ekibi tarafindan 2002 yilinda yapilan ¢alismada bir mantar tiirii olan
Melanocarpus albomyces organizmasina ait lakkaz enziminin yiiksek ¢Oziiniirliiklii
(2.4 A) kristal yapisi agiga ¢ikarilmistir. Melanocarpus albomyces lakkaz (MaL)
enzimi kubredoksin proteinine benzer yapida, 3 domainden meydana gelmis
monomerik yapida bir proteindir. MaL yapisinda bulunan domain 3, mononiikleer T1
bolgesini icermektedir. T2 ve T3 bolgeleriyle olusan triniikleer kiime, domain 3 ile
domain 1 arasinda yer almaktadir. Bu bdlgede bulunan aminoasit kalintilar1 bakir
atomlarinin reaksiyon esnasinda koordinasyonunu saglamaktadir. Domain 2 ise
substrat baglanma bolgesinin olusumundan sorumludur. Mal, yiiksek seviyede
glikozillenmis yapida bulunmaktadir (5 ile 9 arasi1 glikozilasyon bdlgesi
olusabilmektedir) ve 3 adet distilfit bagi, yapinin stabilitesini olugturmaktadir. Sekil
1.1, MaL enziminin {¢ boyutlu yapisin1 gostermektedir [29].

Sekil 1.1: Melanocarpus albomyces lakkaz (MaL) enziminin 3 boyutlu yapisi. Sekil

tizerindeki koyu mavi kiirecikler bakir atomlarini temsil etmektedir [29].

Piontek ve ekibi tarafindan yapilan bir baska calismada ise lakkaz enzimi {izerine en
fazla ¢alismanin yapildig1 organizmalardan biri olan Trametes versicolor’un lakkaz

enziminin (TvL) 3 boyutlu yapis1 aydinlatilmistir. TvL yapis1 dikkate alindiginda



MalL yapisiyla oldukg¢a benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Gerek bakir atomlarinin
konformasyonu gerekse glikozilasyon karakteristikleri oldukca benzerlik gosteren iki
enzim arasindaki en 6nemli fark MaL {izerinde mevcut olan 3 adet disiilfit bagimin

TvL’ de iki adet olarak tespit edilmesi olmustur [24,26,29].

MaL yapisinda bulunan T1 bolgesindeki bakir atomu (Cul) trigonal olarak iki
histidin ve bir sistein amino asidi tarafindan koordine edilmektedir. Ayrica mavi
oksidazlar arasinda yiiksek seviyede korunmus oldugu goézlenen bu tripeptit (His-
Cys-His), Cul atomunun triniikleer kiimeye baglanmasini da saglamaktadir. T1 ile
triniikleer kiimenin (T2/T3) uzakhiginin 12 A kadar oldugu tespit edilmistir. MaL
yapisinda Cul (T1) ile 3.7 A uzaklikta bulunan eksensel ligand (axial ligand), 16sin
aminoasidi olarak tespit edilmistir. Enzimin yapis1 ve organizasyon enerjisi iizerinde
etkileri bulunan eksensel ligand, TvL icin fenilalanin olarak tespit edilmistir ve Cul
ile 3.6 A uzaklikta oldugu belirlenmistir. T2/T3 trintikleer kiimesinin geometrik
yapist askorbat oksidaz enzimlerindeki geometriye oldukca fazla bir benzerlik
gostermektedir ve neredeyse diizgiin bir licgen yapis1 sergilemektedir. T3 bolgesinde
Cu3 ve Cu4 atomlart histidin aminoasidinin azot atomuna gore Simetrik bir
konformasyonda bulunmaktadir. T2 bdlgesinin Cu2 bakir atomu ise iki histidin
aminoasidi ve bir klorit iyonu arasinda konumlanmistir. Ancak Cu2 atomu, T3
bolgesini olusturan Cu3 ve Cu4 atomlarina gore daha kararsiz bir pozisyona sahiptir.
Bu nedenle enzimin bakir yoksunu formlarinin olugmasinin altinda T2’nin sahip
oldugu bu 6zellik bulunmaktadir. Hem TvL hem de MaL iizerinde biri genis biri dar
olmak lzere T2 ve T3 bélgelerine agilan kanallar mevcuttur [29,30]. Sekil 1.2°de

MaL (izerinde bulunan bakir atomlarinin pozisyonlart verilmistir.



Sekil 1.2: Melanocarpus albomyces lakkaz (MaL) enziminin sahip oldugu 4 bakir
atomunun ve T1, T2, T3 bolgelerinin geometrik yapilari [29].

Filogenetik analizler ve 3 boyutlu kristal yap1 ¢aligsmalar incelendigi zaman, lakkaz
enzimleri arasinda aktif bolgenin ve cevresinin evrimsel olarak oldukga 1iyi
korundugu ortaya ¢ikmaktadir. T1 bakir atomu ile triniikleer kiime arsindaki elektron
transfer sisteminden sorumlu olan His-Cys-His tripeptidi, ve bu sistem icin gerekli
olan oksijen gecisini saglayan kanallarin varligi korunmus yapinin ortaya ¢ikardigi
en Oonemli Ozelliklerden olmaktadir. Ayrica bu yapi, lakkaz enzimleri arasindaki
bakir oksidasyonu ve oksijen indirgenmesi esasina dayanan ortak reaksiyon

mekanizmasini da aydinlatmaktadir [24,29].

1.2.5 Reaksiyon mekanizmasi

Enzim biinyesinde bulunan T1 bélgesinin Cu?* bakir atomu vasitasiyla, indirgenmis

substrat lizerinde oksidizasyon gercekleserek 1 elektron eksilmesi meydana gelir.



Bunun sonucu olarak katyonik serbest radikaller olusur. Bu yapilar devaminda
lakkaz tarafindan katalizlenen enzimatik oksidasyona ugrayabilecekleri gibi (fenol
bilesiklerinin kuinona doniisiimii gibi) hidrasyon veya polimerizasyon gibi enzimatik
olmayan proseslere de dahil olabilirler [31]. Lakkaz enziminde oldugu gibi ¢oklu
bakir iceren oksidazlarda da (multicopper oxidases — MCO) oksidasyon adimi T1
Olgesindeki mavi bakir atomu (Cul) tarafindan gergeklestirilir. Bu oksidasyon
mekanizmasi oldukca iyi g¢alisilmis durumdadir. Oksidasyon sonucu agiga ¢ikan
elektronlar sistein ve histidin aminoasitleri araciligiyla triniikleer kiimeye (trinucleer
cluster — TNC) transfer edilirler. Bu aminoasitler, substrattan T1’e intermolekiiler
(molekiiller arasi) elektron taginmasini ve T1’den TNC’ye intramolekiiler (molekiil
ici) elektron taginmasi olaylarini kontrol etmektedir [32]. Bu reaksiyon sirasinda
gerceklesen elektron transfer seviyesinin tespitinde Marcus modeli olarak

isimlendirilen denklemden yararlanilmaktadir. Bu esitlik denklem 1.1°de verilmistir.

—(AG° + ))?
AkpT

[ Ax?
j_ -
V h2 \kpT

kpr = K48 HDAF exp (1.2)

Denklemde belirtilen ket degeri elektron transfer seviyesinin sabitidir. Ka elektron
dondr-alict kompleksi igin esitlik sabitidir, S elektron taginmasina elverisli kompleks
olusumunda  asimetriyi ~ agiklayan  sterik  bir  terimdir, 4 organizasyon
enerjisidir, Hpa dondr ve alict arasindaki elektronik baglanti matris elemanidir
AG® ise elektron transferindeki serbest enerji farkidir. Burada ket degerini molekiiller
aras1 elektron transferi acisindan en fazla etkileyen parametreler A ve AG°

degerleridir [33].

Molekiler oksijenin suya indirgenmesi i¢in 4 tane indirgenmis substratin
oksidasyonu gereklidir. Bu da 4 oksidasyon sonucu olusacak olan 4 elektron
anlamina gelmektedir. Bu nedenle lakkazin bu 4 farkli oksidasyon sonucu olusan
elektronlart depo eden bir batarya olarak c¢alistig1 diistiniilmektedir. T1 bolgesinde
gerceklesen oksidasyon reaksiyonu sonucu olusan elektronlar oksijenin bulundugu
TNC’ye (T2/T3) aktarilir ve indirgenme sonucu meydana gelen su molekili de yine
TNC’den uzaklagir [32,24].



Genel olarak lakkaz enzimi “’iki bolgeli ping-pong bi-bi’’ reaksiyon mekanizmasina
sahiptir. Yani yeni substrat baglanmadan Once eski substratin olusturdugu Urinin

ayrilmasi gerekmektedir [24].

1.2.6 Lakkaz substratlar1 ve inhibitorleri

Lakkazin substratt Oncelikle fenolik bilesikler olsa da substrat skalasi oldukga
genistir. Ancak bu substrat ¢esitliligi tiirden tiire degisiklik gostermektedir. Orto ve
para difenoller, aminofenoller, metoksi fenoller, benzentioller, polifenoller,
poliaminler, hidroksiindoller ve bazi aril diaminler lakkazin aktivite gosterdigi
substrat ¢esitlerindendir. Bu substrat ¢esitliligi, tirozinaz enzimi ile biiylik oranda
benzerlik gosterse de lakkaz enziminin tirozin (zerinde bir aktivitesi
bulunmamaktadir. Mn?* ve Fe(EDTA)?>" gibi metal yapilarinin da lakkaz tarafindan
oksitlendigi bilinmektedir. Lakkaz enzimlerinin substrata olan 6zgilliigi oldukca
degiskenlik gosterir. Km degeri 1 ile 100 mM arasinda degiskenlik gosterir. Ancak
oksijene olan ilgisi oldukca yiiksektir ve Km degeri 10° M civarindadir. Vmax
degeri ise substrat ¢esidine gore 50 ile 300 Msg ! arasinda degiskenlik gosterir
[35,36].

Azid, siyanur, tiyosiyanir, florir ve hidroksit gibi maddeler lakkaz inhibitorleri
olarak bilinmektedir. Bu yapilar Tip II ve Tip III bakir atomuna baglanarak elektron
transferinin kesilmesi ve aktivitenin inhibisyonuna neden olurlar. Yag asitleri, Hg?*
gibi metal iyonlar, siilfhidril reaktifleri, hidroksiglisin, kojik asit, desferal ve
katyonik kuaterner amonyum deterjanlar1 da lakkaz inhibitorleri arasindadir. Bu
inhibitorler ise amino asit kalintilariin modifikasyonlarina, konformasyonel
degisikliklere veya bakir atomu selasyonuna sebep olurlar. Konformasyonel
degisiklikler, selatlama ajanlarina oldukca hassas olan bakir atomlarinin oksitlenme

seviyelerine baglilik gostermektedir [36,37].
1.2.7 Biyolojik fonksiyonlar

Lakkazin farkli organizmalarda c¢esitli fizyolojik rolleri bulunmaktadir. Bitkisel
yaralanmaya kars1 cevap olusumunda, meyve organlarinin olusumunda, hiicre duvari
yapilanmasinda, mantarlar i¢in patojenik faktorlerin olusumunda, sporlanma ve spor
pigmentasyonunda lakkaz enzimlerinin rol oynadigi bilinmektedir. Lakkazin

tizerinde en fazla calisilan fonksiyonlari ise bitki hiicre duvari igin lignin
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olusumundaki etkisi ve odunda iizerindeki beyaz g¢iiriikliigiin olusumundaki lignin

polimerizasyonu olmustur [24].

Lignin, bitkisel hiicre duvarlarinin yapisal bir bilesenidir. Hidroliz olmayan ¢esitli C-
C ve C-O baglaryla birlesmis fenil propanoid birimlerinin olusturdugu kompleks
polifenolik biyopolimer, ligninin heterojenik yapisini olusturmaktadir. Agag
clriikciilleri arasinda yer alan basidomisitlerin  yapisinda da  lignin
depolimerizasyonu yapan lakkaz enzimlerine rastlanmaktadir. Bitkilerde yer alan
lakkazlarin genel fonksiyonunun ise lignin sentezi sisteminin bir iiyesi olarak
belirlenmistir. Bu fonksiyonel farkin esas sebebi lakkazin lignin {izerindeki
aktivitesinin ¢esitliliginden kaynaklanmaktadir. Bu ¢esitliligi saglayan esas faktor ise
mediatdr olarak adlandirilan lakkazin substrat skalasini ve ilgisini regiile eden
bilesenlerin varligit ve ¢esididir. Bdylece enzimatik polimerizasyon veya
depolimerizasyon ger¢eklesmesi miimkiin olmaktadir. Lignin par¢alanmasinin
mantar misellerine zararli etkisi olan reaktifleri ortaya c¢ikardigi bilinmektedir. Bu
nedenle hif yapisi olusturmak i¢in polimerizasyonu saglamak amaciyla da lakkaz

enzimlerinin kullanildig: diisiniilmektedir [24].
1.2.8 Lakkaz Ureticisi Bir Tiir: Pycnoporus sanguineus

Pycnoporus sanguineus Basidiomycetes sinifina dahil, yavas biiyiime gosteren, dis
goriinimii kirmizi-turuncu renkleri arasinda gozlenen ve beyaz clrikcillerden
(White rot) olan bir mantar tiiriidiir. Ilk olarak Guana Adasi’nda kesfedilmistir.
Genellikle tropik iklime sahip boélgelerde 6lii aga¢ govdelerinde gelisme gosterir.
Bitkilere patojenik etkiler gostermektedir. Zararli, toksik bir mantar turudir ve

yenilemez [74].

Pycnoporus sanguineus yapisinda bulunan cinnabarin isimli antibiyotik maddenin
gram-pozitif ve gram-negatif bakteriler lizerinde etkili oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle Afrika ve Amerika’da bulunan yerliler tarafindan c¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanildigi bilinmektedir [75]. P. sanguineus’un irettigi invertaz,
tirozinaz, a-amilaz, B-glukosidaz ve lakkaz gibi enzimler endiistriyel agidan degerli
enzimler arasindadir. Beyaz cliriik¢iil mantarlar arasinda en ¢ok calisilan tiirler
Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus gibi organizmalar olsa da P. sanguineus’la

ilgili lakkaz tiretimi ¢aligmalar1 da mevcuttur. Uzan ve ekibinin 2010 yilinda yaptig1
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bir ¢calismada 3 farkli P. sanguineus susunun polisiklik boyalarin giderimini sagladigi
ve fenolik olmayan bilesiklerin pargalanmasinda etkili oldugu belirtilmistir [74]. Lu
ve ekibi tarafindan 2009 yilinda yapilan baska bir ¢alismada ise P.sanguineus
kaynakli rekombinant lakkaz enziminin azo, trifenilmetan, antrakinon ve indigo

boyalarin gideriminde oldukga verimli ¢alistig1 tespit edilmistir [76].
1.2.9 Lakkaz-Mediator Sistem (LMS)

1990 yilinda yapilan bir ¢alisma sonucu 2,2'-azin-bis 3-etilbenzotiazolin-6-silfonik
asit (ABTS) diamonyum tuzunun lakkazin substratlar1 arasinda bir arabulucu olarak
calistig1l ve substrat genisligini dnemli Slgiide arttirdigi tespit edilmistir. Boylece
lakkaz fonksiyonunun sadece lignin olusumu veya parcalanmasi ile sinirlt kalmayip
cok daha genis uygulamalar icin kullanilabilecek kadar genis oldugu anlasilmistir.
Yapilan bu ¢alismada fenolik olmayan veratril alkol ve 1-(3,4-dimetoksifenil)-2-(2-
metoksifenoksi)propan-1,3-diol gibi bilesiklerin lakkaz tarafindan okside edildigi
gosterilmigtir [38].

ABTS (C18H18N4O6Ss), 548,7 g/mol molekiiler agirlhiga sahip, suda ¢o6zinebilen
yesilimsi renkli bir bilesiktir. Lakkaz da dahil olmak iizere belli baz1 enzimlerin
reaksiyon kinetiklerini 6l¢mek igin ve ELISA (bir molekiiler teshis ydntemi)
uygulamalarinda enzim baglanmasini kontrol etme amaciyla kullanilmaktadir.
ABTS’nin molekiiler oksijen ve hidrojen peroksit gibi yapilar i¢in bir elektron
donorii olarak davranir ve indirgeme potansiyeli oldukga yiiksektir. Yapisinda
bulunan siilfat gruplar1 deprotonize oldugu zaman dianyon olarak bulunur ve
mediatdr olarak islev goriir. ABTS’nin maksimum absorbans degerin ise 420 nm

dalga boyundaki 151k altindadir [39,40].

Iyi bir mediatoriin, lakkaz igin ayni zamanda uygun bir substrat olmasi
gerekmektedir. Oksitlenmis ve indirgenmis formlarinin kararli olmasi gerekmektedir
ve enzimatik aktiviteye olumsuz bir etkisinin bulunmamasi gerekmektedir. Lakkaz
mediatorleri, diisiik molekiiler agirlikli substratlar olarak diisiiniilebilir. Bu bilesikler,
yiiksek potansiyelli kararli ara firiinler olustururlar. Bu ara iiriinler, reaksiyon
sirasinda lakkazin tek basina oksitleyemedigi bilesiklerin oksitlenmesini saglayarak
enzimatik olmayan oksidasyon saglarlar. Bu islem sonunda, ara {riin tekrar

indirgenmis formuna doner ve substratin oksitlenmesi saglanir. Sekil 1.3 (izerinde
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lakkaz-mediatOr-substrat arasindaki dongiiniin sematik gosterimi goriilmektedir.
Ideal bir lakkaz-mediatdr sisteminde, mediator yan reaksiyonlarin olusumuna neden
olmadan tekrar tekrar dongliye girebilecek yeterlikte olmaktadir.

0, laccase mediator substrate

Fa 0x

H,O laccase,, mediator substrate .

Sekil 1.3: Lakkaz-mediator-substrat redoks dongiisii. “’ox’’ olarak adlandirilmis

elemanlar, bilesiklerin oksitlenmis formunu temsil etmektedir [41].

Mediatorlerin sahip oldugu bu o6zelliklerden dolayi, reaksiyon ortaminda nispeten
diisiik konsantrasyonlarda verimli sonuglar alinmaktadir. Ancak organik olmayan,
sentetik mediatorlerin maliyetlerinin istenilen seviyede olmayisi ve her mediatoriin
substrat aralifinin belirli olmasi, mediatorlerin endiistriyel uygulamalardaki

dezavantajlar1 arasinda yer almaktadir [41,42].

ABTS, lakkaz ile en iyi ¢alisan sentetik redoks mediatorlerinin basinda gelmektedir.
Fenolik olmayan lignin yapilarin pargalanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
ABTS fiizerinde yapilan elektrokimyasal g¢alismalar, lakkaz-ABTS dongusiinde
ABTS’nin oksidasyonunun iki asamali olarak gergeklestigi tespit edilmistir. Ik
asamada ABTS' - katyonik radikali olusmaktadir. fkinci asamada ise ABTS?'
dikatyon yapist olusmaktadir. lkinci asama birinci adima kiyasla daha yavas
meydana geldigi i¢in yavas adim, dikatyon olusumu olarak belirlenmistir. Ag/AgCl
referans elektrodu kullanarak yapilan elektrokimyasal analizlerde birinci adimdaki
ABTS/ ABTS" - degisimi i¢in redoks potansiyeli 0.472 V, ikinci adimdaki ABTS* -/
ABTS?" degisimindeki redoks potansiyeli ise 0.885 V olarak dl¢iilmiistiir. Birinci
adim sonucu olusan ABTS" - yapisi yalnizca lignin fenolik gruplara etki ettigi igin
fenolik olmayan yapilar iizerindeki aktivitenin gdzlenmesi icin ABTS?" yapisinin
olugmasi gerekmektedir. Sekil 1.4’de lakkaz-ABTS sisteminde ABTS nin iki adimhi

oksidasyon dongusu gosterilmektedir [42].
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Sekil 1.4: Lakkaz-ABTS sistemindeki iki adimli ABTS doniisiimii ve olusan yiiksek

potansiyelli ara tirinlerin molekiiler yapilari [42].

Maliyet probleminin getirdigi ylik sebebiyle sentetik lakkaz mediatorlerinin diginda,
endistriyel uygulamalarda kullanilabilen dogal lakkaz mediatorleri tizerine yapilan
calismalar da mevcuttur. Siringaldehit ve p-komarik asit gibi dogal lakkaz
mediatorlerinin de ABTS gibi lakkazin substrat skalasini arttirdigi tespit edilmistir
[43].

Siringalhedhit dogada oldukg¢a yaygin olarak eser miktarda bulunan organik bir
bilesiktir. Bdceklerin birbiri ile haberlesmede kullandiklar1 kimyasal iletisim
sisteminin bir pargasi oldugu bilinmektedir. Kimyasal yapisinda bulunan fonksiyonel
guruplardan otiirli aromatik, aldehit ve fenol olarak farkli siniflandirmalara dahil
edilmektedir. Suda ve alkolde ¢oziinebilmektedir. Lakkaz enzimi ile dogal mediator

olarak c¢alisan siringaldehit, hem fenolik hem de fenolik olmayan substratlar iizerinde
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lakkazin verimini arttirmaktadir. Luong ve ekibi tarafindan 2016’da yapilan bir
calismada 31 farkli fenolik ve fenolik olmayan eser miktardaki organik kirleticiler
Uzerinde lakkaz-siringaldehit sisteminin oldukg¢a verimli galistigi tespit edilmistir.
Diger organik mediatorlere kiyasla siringaldehitin daha ucuz olmasi, sahip oldugu

bagka avantajdir [44,45].

Lakkaz-mediator sistemlerinde kullanilan bir diger organik bilesik ise p-Kumarik
asittir. Kumarik asit, sinnamik asidin hidroksi gurubu barindan bir tiirevidir. Hidroksi
gurubunun bulundugu konuma goére p-Kumarik asit, o-Kumarik asit ve m-Kumarik
asit olacak sekilde 3 farkli izoformu mevcuttur. Dogada en yaygin bulunan formu ise
p-Kumarik asit formudur. p-Kumarik asit, dietil eter ve etanolde ¢ok iyi ¢6zinse de
suda da kismen ¢6ziinebilmektedir. Dogada lignin yapisina sahip bitkilerde ve dogal
balin yapisinda bulunmaktadir. p-Kumarik asit, polisiklik aromatik hidrokarbonlarin
parcalanmasinda ve fenolik bilesiklerin par¢alanmasinda oldukg¢a etkili bir
mediatordiir. Camarero ve ekibi tarafindan 2008 yilinda lakkaz meditor sistemleri
Uzerine yapilan bir calismada, lakkaz ile p-komarik asit sisteminin polsiklik aromatik
hidrokarbonlarin oksidasyonunda, lignin ve lipitlerin uzaklastirilmasinda oldukca

verimli ¢alistig1 tespit edilmistir [46,47].

Bu mediatorler disinda kullanilan sentetik ve dogal bircok lakkaz mediatori
mevcuttur. Sentetik olarak 1-hidroksibenzotriazol (HBT), viollrik asit (V10), ve N-
hidroksiasetanilit (NHA), dogal olarak da feriilik asit (FA), sinapik asit, hidroksi-
sinamik asit gibi yapilar lakkaz mediatorii olarak kullanilan bilesenlere Ornektir.
Lakkaz-mediator sistemi igerisinde kullanilacak madde, kullanim amacina, substrat

¢esidine ve uygulama alanina gore degiskenlik gostermektedir [46].
1.2.10 Endustriyel uygulamalar

Oksidayon reaksiyonlar1 pek ¢ok endiistriyel uygulamada gerekli olan adimlardan
biridir. Geleneksel yollarla yapilan oksidasyon islemleri istenmeyen {iriin veya yan
reaksiyon olusumuna sebep olabilmektedir. Bu durum da iretim verimini
diisiirmekte veya cevresel sorunlara yol agabilmektedir. Bu nedenlerden 6tlru gevre
dostu ve spesifik ¢alisabilme Ozelligine sahip enzimatik reaksiyonlara dayanan
biyoteknolojik yontemlerin kullanimi glinden giine artis gostermektedir. Reaksiyon

ozgiilliigii, dogal ve cevre dostu olusu, uygun calisma kosullar1 gibi sebepler, fiziksel
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ve kimyasal yontemlerin yerine enzimlerin kullanilmasimin ana sebeplerindendir.
Lakkaz da sahip oldugu avantajlardan dolay1 oldukca ¢esitlilik gosteren endiistriyel
uygulamalarda kullanilmaktadir. Gida endiistrisi, kagit sanayi ve tekstil endiistrisi,
lakkazlarin kullanildigi ana sektorler olmakla beraber, kozmetik, medikal alanlarda
veya gevresel 1slah calismalarinda da lakkaz enziminin kullanimina rastlamak

mumkandur [48].
1.2.10.1 Gida endustrisi

Lakkazin gida endiistrisindeki uygulamalarindan birisi mesrubatlardaki renk, koku ve
tat gibi Ozelliklerin istenilen nitelikte olabilmesi i¢in fenolik bilesiklerin
parcalanmasi {izerinedir. Cilinkii igeceklerin igerisinde bulunan fenolik bilesikler,
icecegin rengine, tadina ve berrakligina olumsuz olarak etki edebilmektedirler. Bu
ama¢ dogrultusunda kullanilan lakkaz enzimleri genellikle immobilize (sabitlenmis)
formda kullanilmaktadir. Bu sayede hem lakkazin stabilitesi artmakta ve tekrar tekrar
kullanima uygun hale gelmekte hem de gidanin igerisinde lakkaz kalintilarinin
bulunmasinin 6niine ge¢ilmektedir. Bu sayede gida katki maddesi olarak kullanmaya
uygun olarak onaylanmamis lakkaz kullaniminin oniindeki bu engel asilmis
olmaktadir. Silika jel, gluteraldehit ve kitosan gibi malzemeler lakkaz immobilizesi

i¢in kullanilan materyallerdendir [49].

Hamur ve ekmek iiretimi, lakkazin gida sektoriinde kullanildig: bir baska uygulama
alanidir. Ekmegin yapisinda bulunan gliiten yapisi, ekmegin dokusu, hacmi, ve tadi
tizerinde oldukga etkilidir. Hamur iiretiminde lakkazin kullanilmasi, oksitleyici etki
ile gliiten yapisinin saglamlasmasinda ve ekmegin istenilen oOzelliklere sahip
olmasinda etkili olur. Lakkaz ilavesi ile iretilen hamurun stabilitesi ve yapiskanligi
azalir ve daha rahat islenebilir hale gelir. Bu sayede ekmegin tadinda, dokusunda

iyilesmeler olusur, hacim artis1 gozlenir [48,49].

Lakkaz, fenol ve aromatik amin gruplart igeren aromatik bilesiklerin
parcalanmasinda etkili oldugu i¢in, ¢esitli gida iiretim adimlarimin ardindan atik
olarak olusan bu iiriinlerin biyoremediasyonunda da kullanilmaktadir. Seker pancari
melasinin fermentasyonu sonucu olusan taninlerin par¢alanmasinda veya sivi yag
iretimindeki atik fenolik bilesiklerin parcalanmasinda lakkaz enziminin oldukca

verimli ¢alistig1 bilinmektedir [48,49].
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1.2.10.2 Kagit endUstrisi

Kagit tretiminde genel olarak okaliptiis, bambu gibi bitkiler ve tarim atiklar
kullanilmaktadir. Bu hammaddeler kagidin ¢esidine ve kalitesine gore degiskenlik
gostermektedir. Kagit iiretiminde kullanilan bitkilerin yapisinda bulunan lignin ve
seltiloz yapilar1 bitkiye direng ve saglamlik saglayan yapilardir. Kagit tiretimi igin
lignin polimerlerinin uzaklastirilmas: ve seliilozik yapinin kullanilmasi esastir.
Geleneksel iiretimde kullanilan kimyasal ve fiziksel adimlar seliilozik yapiya zarar
vermektedir. Kagit iiretiminde lakkaz kullanimi aromatik ve alifatik C-C baglarini
hedef alarak lignin polimerlerini etkili bicimde pargalamaktadir ve seliiloz yapisina

da zarar vermemektedir.

Kagit iiretiminin iki temel adimi kagit hamuru olusumu ve agartmadir. Kagit
hamurunun olusumu igin lignin yapinin par¢alanmasi gerekmektedir. Bu amagcla
beyaz c¢iiriik¢lil mantarlarin lakkaz enzimi fonksiyonuna benzer sekilde, lakkaz
enzimleri odunsu govdelerdeki lignin yapilari parcalayarak kagit hamuru olusumuna
olanak saglamaktadirlar. Agartma adiminda ise geleneksel kimyasal yontemde
kloarlama islemi uygulanmaktadir. Ancak bu yontem cevresel sorunlara sebep
olmaktadir. Lakkaz-mediator sistemi kullanilarak  biyo-agartma yapilmasi
miimkiindiir. LMS ile oksidatif reaksiyon gerceklestirilerek kagit hamurunda kalan

lignin atiklar1 da pargalanarak boya giderimi saglanmis olur [50,51].
1.2.10.3 Tekstil endustrisi

Lakkazin en yaygin kullanildig1 sektorlerden birisi de tekstil endiistrisidir. Tekstil
endiistrisinde yaygin olarak endiistriyel boyalar kullanilmaktadir. Lakkaz ise bu
boyalarin doniisiimii, parcalanmasi ve sentezi gibi ¢esitli amaglarla kullanilmaktadir.
Kimyasal boya giderme yoOntemlerinin ¢evresel riskleri sebebiyle lakkazin tekstil

sektdriinde kullanimi giderek yayginlagmaktadir [52].

Tekstil endiistrisinde, yillik olarak milyonlarca tonluk boya, boya onciilii ya da
pigment kullanilmaktadir. Bu da her yil milyar dolarlarca maliyetin tekstil boyalari
icin gerekli oldugu anlamina gelmektedir. 19. yiizyilin sonlarina dek tekstil i¢in
kullanilan boyalar dogal kaynaklardan elde edilmekteydi. Muavine isimli sentetik
boyanin sentezlenmesi ile tekstil endiistrisi dahil pek c¢ok alanda sentetik boyalarin

kullanim1 yayginlasti. Genis Olcekte iiretim kolayliklari, genis renk skalasi,
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yikanmaya kars1 dayaniklilik gostermeleri ve maliyetin daha diisiik olmas1 sentetik
boyalarin kullanimmin yayginlagmasinin altinda yatan nedenlerdendir [53]. Ancak
sentetik boyalarin liretimi sirasinda kullanilan giiclii asit ve baz gibi kimyasallar hem
cevre tizerinde hem de calisanlarin sagligi tizerinde olumsuz etkiler géstermektedir.
Ayrica sentetik boya tiretiminde meydana gelen atiklarin giderimi de ayr1 bir maliyet
ihtiyact olusturmaktadir. Bu nedenlerden o6tiiri 2006 yilinda Avrupa Komisyonu
tarafindan benzer zararli kimyasallarin kullanimina iligkin kisitlamalar getirilmistir.
Bundan dolay1 tekstil boyalariin iiretiminde ¢evre dostu ve =zararsiz iiretim
metotlarina gecis yapilmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda enzimatik biyokataliz ile
tekstil boyalarinin biyosentezi gerceklestirilmektedir. Lakkaz enzimi, gevre dostu
tekstil boyalarinin biyosentezi i¢in kullanilan enzimlerden biridir. Boya Onciillerini
polimerizasyon reaksiyonu ile polimerlestirerek renkli iiriinler agiga ¢ikartmak icin
lakkaz enzimlerinden faydalanilmaktadir [54]. Bunun disinda pamuklu tekstil
tiriinlerinin  boyanmas1 amaciyla oksitleyici ajan olarak da lakkaz enziminin
kullanimina rastlanmaktadir. Bu uygulamada boya onciilleri lakkaz tarafindan
katalizlenen reaksiyonlarla pamuk liflerine bagli yapilar olusturarak pamuklu
urinlerin renklendirilmesi saglanmaktadir. S6z konusu reaksiyon g¢ergevesinde
renksiz yapida olan 2,5-diaminobenzensulfonik asit ve 1-hidroksifenol (katekol)
bilesikleri lakkaz vasitasiyla baglanarak renkli iriinler aciga ¢ikarmaktadir. Ayrica
indol bilesigi hammadde olarak kullanilarak indigo boyalar1 bir gurup enzim
vasitastyla sentezlenmektedir. Lakkaz da bu uygulamada kullanilan enzimlerden
birisidir [54]. Enzimatik reaksiyonlar kullanilarak yapilan boya sentezinin
kimyasallar yontemlere gore daha uygun kosullar gerektirmesi (pH ihtiyaci gibi),
cevre dostu olusu ve maliyetinin daha diisiik olmasi, enzimatik {retiminin

yayginlagmasinin sebeplerindendir [50].

Tekstil boyalarinin {iretimi ve kullanim1 sirasinda yaklasik %10-15 arasi bir miktar
atik olarak olusmaktadir. Bu atik boyalardan 6zellikle azo boyalar ¢ok az miktarlarda
bile suda renkli ¢ozeltiler olusturabilmektedir ve c¢evreye, dogaya zararli toksik ve
mutajenik etkiler gostermektedir. Bu atik boyalarin dogada bulunan c¢esitli
bakteriler, mantarlar ve algler tarafindan pargalandigi tespit edilmistir. Bunlar
arasindan beyaz ciiriik¢lil mantarlarin bu maddeleri parcalamada en verimli olanlar
oldugu tespit edilmistir. Beyaz ciiriik¢iil mantarlarin lignin parcalayici 6zellik

gosteren lakkaz enzimlerinin azo boyalarin pargalanmasinda da etkili oldugu
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bilinmektedir [55]. Endiistriyel atik boyalarin zararli etkilerinin giderilmesine
yonelik kullanilan LMS ile toksik olan ve suda c¢ozlinebilen yapilarin suda
¢oziinemeyecek formlara donistiiriilmesi (fenolik yapilarin aril-oksi radikallerine
donilistimii  gibi), homopolimerizasyon veya humik asit gibi toksik olmayan
maddelerle kopolimerizasyona ugratilmasi, bu maddelerin absorbsiyon, filtrasyon
veya c¢oOkelme gibi yoOntemlerle ayristirilmasini  kolaylagtirarak atik  1slahimi
saglamaktadir [50]. Bu yontemin, geleneksel fizikokimyasal yontemlere gore daha
kolay, ucuz ve c¢evre dostu oldugu ic¢in giderek yaygin hale gelecegi
ongoriilmektedir. Bu kapsamda Hintli bir firma olan Zytex tarafindan gelistirilen ve
LMS’ye dayanan bir iirlin olan Zylite, atik boyalarin giderimi i¢in hali hazirda

kullanimda olan iiriinlere 6rnek teskil etmektedir [48].

Tekstil boyalarnin agartilmasi, lakkazin tekstil endiistrisinde kullanim alanlarindan
bir digeridir. Ozellikle kot iiretiminde kullanilan indigo boyalarin biyolojik olarak
agartilmasi, normalde bu islem i¢in kullanilan hipoklorit gibi kimyasallarin
kullanimina 6nemli bir alternatif olusturmaktadir. Boylece hem ¢evre dostu hem de
daha kolay bir uygulama ile agartma islemi gerceklestirmek miimkiin hale
gelmektedir. Bu amagla, Danimarkali Novozyme enzim firmasi, DeniLite® isimli,

lakkaz vasitasiyla biyo-agartma yapan bir iiriin gelistirmistir [50, 56].
1.2.10.4 Diger Uygulamalar

Cesitli endiistriyel uygulamalar sonucu olusan atiklar, atik suyu ile topraga
karisabilmektedir. Bu atiklar igerisinde yer alan polisiklik aromatik hidrokarbonlar
(PAH) ve zenobiyotikler, dogal ortama oldukc¢a zararli olabilmektedir. Lakkazin bu
bilesikleri parcalama o6zelliginden dolay1, kirli topraklarin 1slaht ve toprak

biyoremediasyonu da lakkazin bir diger uygulama alanidir.

Lakkazin medikal ve kozmetik iriinlerin {retiminde kullanimina yo6nelik
calismalarin yapildig: bilinmektedir. Lakkazin kataliz mekanizmasi sonucu olusan
yeni iriinler medikal uygulamalarda kullamlabilmektedir. Ornegin; iyodidi
hammadde olarak kullanan lakkaz, yaygmn kullanilan bir dezenfektan olan iyodin
tiretimini saglamaktadir. Bunun disinda sa¢ boyalarinda ve cilt rengi beyazlaticisi

gibi ¢esitli kozmetik tiriinlerde de lakkaz kullanimina rastlamak miimkiindiir [50,56].
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1.2.11 Lakkaz ekspresyonu

Dogada prokaryotik olarak bakterilerin ve dkaryotik olarak mantarlarin, bitkilerin de
yer aldig1 pek ¢ok organizmada lakkaz enzimi ifadesi gerceklesmektedir. Korunmus
bolgelerin disinda, enzimin ekspresyonundan sorumlu genlerin boyutlari ve tiretilen
enzimin molekiiler agirhigr tiirden tiire degiskenlik gostermektedir. Cizelge 1.2,
lakkaz enzimi {reten bazi organizmalarin NCBI (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi
Merkezi) veri tabanindaki lakkaz genlerinin kayit numaralarini ve ekspresyonunu

sagladiklar1 enzimlerin boyutlarin1 géstermektedir.

Cizelge 1.2: Lakkaz enzimi iireten bazi organizmalar ve bu genlerin NCBI veri

tabanindaki kayit numaralari.

Lakkaz Geni Enzim a.a Enzim
Organizma Kayit zunl - molekuler Kaynak
Numarasi uzuniugu agirhg (kDa)
Trametes laccase |
versicolor U44430 519 £ 57

Myceliophthora Lccl,

thermophila AR023901 pes L 58
. i Cot A,

Bacillus subtilis U51115 513 65 59
Pycnoporus FJ513077 518 68 60
sanguineus

. Lccl,
Trametes villosa AY 249052 520 63 61
Marasmius Lacl,
quercophilus AF414807 S17 62 62
Melanocarpus Lacl,
albomyces AJ571698 623 80 63
Pleurotus Poxalb,
ostreatus AJ005017 533 62 64
Coriolus CVLG1 526 54 65
versicolor

Lakkaz ekspresyonunu saglayan genlerin regiilasyonunda rol oynayan ¢evresel ve
hiicreler faktorler organizmalar arast degiskenlik gdstermekle beraber bir kismu
ortaktir. Kiiltiir yerinin igerigi, besin miktari, hiicrelerin hacmi ve biiylime durumu,
lakkaz Gretimini etkileyen faktorlerdendir. Mantar tiirleri arasinda metaller, aromatik
bilesikler, nitrojen ve karbon kaynaklar1 lakkaz ekspresyonunu etkileyen ortak
faktorlerdendir [64]. T. versicolor, C. subvermispora, P. ostreatus, P. sajor-caju ve
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Trametes pubescens gibi organizmalarda bakir varligi, lakkaz ekspresyonunda
olduk¢a etkilidir. Bunun disinda kadmiyum, glimiis, mangan gibi metaller de
ekspresyon seviyesini etkilemektedir. Lakkaz geninin promotor bélgesinde bulunan
metal-yanit elemanlar1 (MYE) metallerin gen ifadesine olan etkisiyle iligkilidir. Bazi
lakkaz geni promotorlarinda ise bakir elementleriyle iligkili gen ifadesini etkileyen
elemanlar vardir [64]. Bazi lakkaz iiretici tiirler ise fenolik ve aromatik bilesikler ile
lakkaz Gretimini indlkleyebilmektedirler. T. Versicolor , P. sajor caju , P. Ostreatus
gibi tlrlerde lakkaz geni promotorunda zenobiyotik-yanit elemanlar1 (ZYE)
bulunmaktadir [64]. Nitrojen konsantrasyonunun etkisi lakkaz genlerine gore
degiskenlik gostermektedir. P. sajor caju turinde lakkazin 4 farkli izoformu
bulunmaktadir. Bunlardan ikisinin ekspresyonu artan nitrojen ile artis gosterse de
diger ikisi nitrojen miktarindan etkilenmemektedir. Bazi basidomisit tiirlerinde
yiiksek glikoz seviyesinin lakkaz liretimini kisitladigi bilinmektedir. Karbon katabolit
baskilayici (CreA) bdlgenin varligiin lakkaz ifadesindeki kisitlamaya sebep oldugu
bilinmektedir [64].

1.2.12 Rekombinant lakkaz Gretimi

Dogal lakkaz iireticilerini endistriyel lakkaz eldesi i¢in kullanmak lakkaz iiretiminin
verimsiz olmasina neden olmaktadir. Ciinkii yiiksek lakkaz igerigine sahip mantar
tiirlerinde bile genis 6lcekli iiretim igin yeterli enzim iiretilememektedir. Uretim
miktarini arttirmak i¢in genelde zararli ve toksik indiikleyici ajanlar kullanmak
gerekmektedir. Bazi1 lakkaz iiretici dogal organizmalar genis Olgekli liretim icin
nispeten daha verimli olsa da iiretilen enzimin 6zellikleri (verimli ¢alisma pH’si,
sicaklik aralig: stabilitesi gibi) istenilen degerlerde olmamaktadir. Bu nedenlerden
otiirti, dogal lakkaz iretici organizmalar kullanarak gergeklestirilen lakkaz iiretimi

hem zaman alic1 hem de maliyetli olabilmektedir [66].

Genis Olcekli enzim-protein iiretimindeki bu sorunlarin iistesinden gelebilmek i¢in
rekombinant DNA teknolojisi 6nemli bir alternatif sunmaktadir. Bu yontemde,
kaynak organizmadan alinan bir gen genis Olcekli iiretim icin elverisli olan bagka bir
organizmaya klonlanmaktadir. Boylece endiistriyel {iretime daha uygun olan hedef
organizmalarda istenilen Griintin daha verimli Uretimi mimkin hale gelmektedir. Bu
sekilde {iretilen Grinlere ise rekombinant enzim denilmektedir. Uriin hedef

organizmada Uretildikten sonra ayirma ve saflastirma adimlar1 uygulanarak enzim
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eldesi gergeklestirilmis olur. Enzimin hiicre disina sentezlenmesi ise hiicrelerin
pargalanmasi iglemine gerek kalmayacagi i¢in bu adimlart daha da kolaylastiracaktir
[67].

Rekombinant  enzim  dretilmesi  icin  gerekli  heterolog  ekspresyonun
gerceklestirilecegi hedef organizmanin se¢imi olduk¢a Onemlidir. Endiistriyel
tiretimde, kontrol edilebilir olmalar1 ve uygun g¢evresel sartlarda kolayca biiyiimeleri
sebebiyle mikroorganizmalar yaygin olarak kullanilmaktadir. Bakteriler, iiretimi
hedeflenen iiriiniin heterolog ekspresyonu i¢in kolay ve hizli bir iiretici olsa da
okaryotik proteinlerin {iretimi icin pek uygun olmamaktadir. Okaryotik
organizmalarda bulunan ve proteinlerin post-translasyonel modifikasyonlarindan ve
katlanmalarindan sorumlu olan endoplazmik retikulum (ER), golgi aygit1 ve protein
paketleme-tasima sisteminin prokaryotlarda olmamasi, spesifik katlanma ve
modifikasyonlar gerektiren proteinlerin Uretimi igin blyuk bir dezavantaj
olusturmaktadir. Bu sorunlarin iistesinden gelebilmek icin Okaryotik proteinlerin
heterolog ekspresyonu i¢in mayalarin kullanimi 6n plana ¢ikmaktadir. Okaryotik
mayalarda bulunan hiicre dis1 protein salgilanmasi i¢in gerekli sinyal sekanslar, O-
ve N- baglh glikozilasyon mekanizmalari, disiilfit baglarin olusumu, fosforilasyon,
acilasyon, metilasyon gibi translasyon sonrast modifikasyonlarin var olusu, lretimi
hedeflenen proteinin spesifik 6zelliklere sahip olmasi igin mayalar1 ideal konakg1
organizma konumuna getirmistir. Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces lactis ve Yarrowia lipolytica gibi mayalar, endistriyel Gretimde

yaygin olarak kullanilan tiirlerdendir [67,68].
1.3 Pichia pastoris

Pichia pastoris tek karbonlu metan, metanol gibi bilesikleri karbon kaynagi olarak
kullanabilen metotrofik bir tek hicreli maya tirtidir. P. pastoris endustriyel
uygulamalarda ve akademik arastirmalarda olduk¢a yaygin kullanilan bir
organizmadir. P. pastoris’in kolay ve verimli biiylime oOzelligi ve diisiik
maliyetlerdeki kiiltlir ortami ihtiyaci, bu organizmayr oldukc¢a kullanighh hale
getirmistir. Metanol ile indiiklenebilen promotorlar iceren iki alkol oksidaz (Aox1
and Aox2) genine sahiptir. Bu genler, metanoliin karon kaynagi olarak
kullanilmasina olanak saglarlar. Bu nedenle ekspresyonu istenen proteinler genellikle

metanol ile induklenebilen Aox promotorlari ile kontrol edilirler [69]. Bunun disinda
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tiretimi gergeklestirilecek proteinler hiicre disina salgilansin diye sinyal sekansina
sahip olmalidirlar. Bu amag¢ dogrultusunda ekmek mayas1 olarak da bilinen
Saccharomyces cerevisiae o-mating (ciftlesme) sekansi kullanilmaktadir. Bu
Ozelliklere sahip plazmitler (metanol indiiklenmesi ve hiicre dis1 tiretim gibi), ticari

olarak pazarda mevcuttur (pPICZa, pPICZb gibi) [70].

P. pastoris sahip oldugu bazi avantajlardan 6tiirii bakteriyal ekspresyon sistemlerine
gore ve diger mayalara gore on plana ¢ikmaktadir. Oncelikle molekiiler biyolojide
model organizmalardan biti olan Saccharomyces cerevisiae ile oldukca benzer
metabolik Ozelliklere sahip olmasi, uzun yillardir {izerinde ¢ok c¢alisilan bu model
organizma sayesinde P. Pastoris’in de pek ¢ok 6zelliginin daha kolay bilinmesine ve
anlasilmasina neden olmustur [71]. Bunun disinda, hiicre igi post-translasyonel
modifikasyonlarin varligi, iiretilen proteinin aktivitesinin ve spesifik 6zelliklerinin
yiilksek oranda dogru ve istenilen seviyelerde olmasmi saglamaktadir. Verimli
biiylime kapasitesine ve hacim basina yiiksek titreye sahip protein lretimine sahiptir.
Biiyiime kosullar ve kiiltiir i¢indeki besin ihtiyaglar1 1yi bilinmektedir. Hiicre disina
iiriin iiretebilme yetenegi, lirliniin saflagtirma maliyetinin ve adimlarinin azalmasina
olanak vermektedir. Kuclk 6lcekli tGretimden buyik 6Olcekli tretime kadar oldukca
genis bir skalada verimli olarak iiretim yapabilmektedir. Ozellestirilmis ve iizerinde
tasarimlar yapilmig suslart mevcuttur, bu sayede amaca yonelik spesifik kullanimlari
mimkiin olmaktadir. ABD’de bulunan FDA (gida-ilag yonetmenligi) tarafindan
guvenli kabul edilen (GRAS-generally recognized as safe) bir mikroorganizmadir
[72,73].

1.4 Calismanin Amaci

Enzim teknolojisi endiistriyel alanda giderek yayginlasan ve geleneksel
fizikokimyasal metotlarin yerini almaya baglayan bir teknolojidir. Enzimlerin
spesifik olarak calismasi, tekrar kullanilabilmeleri, ¢evre dostu ve saglik acisindan
zararsiz olmalar1, maliyet ve techizat ihtiyacini azaltmalar1 gibi 6zelliklerden dolay1
gida, deterjan, kiyasal madde sentezi, tekstil, deri ve kozmetik gibi pek ¢ok sektorde
oldukca yaygin olarak kullanilmaktadir. Lakkaz enzimi de g¢esitli endiistriyel
uygulamalarda basari ile kullanilabilen enzimlere verilebilecek bir Grnek teskil

etmektedir.
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Yapilan bu ¢alismada rekombiant olarak retilen S. sangineus kaynakli bir lakkaz
enziminin cesitli tekstil boyalar1 tizerindeki renk giderme performansinin tespit
edilmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda dogal bir lakkaz iireticisi olan beyaz
clrtkeul mantar grubunun bir Gyesi olan Pycnoporus sanguineus organizmasindan
izole edilen lakkaz kodlayan Pslcc2 geni okaryotik protein iiretiminde genis ¢apli
tiretim i¢in oldukc¢a kullanislhi ve GRAS bir tiir olan Pichia pastoris’'de ifade edilmis
ve elde edilen rekombinant PsLcc2 enzimi kullanilarak tekstil boyasi olarak yayginca
kullanilan yedi farkli boya iizerinde renk giderme (dekolorizasyon) ¢alismalari
gerceklestirilmistir.  Dekolorizasyon c¢alismasinin  ardindan bu renk giderimi
sonucunda mutajenik bir ara {riin olugma ihtimali, Ames testi uygulanarak

arastirilmistir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1 Materyal

Caligma sirasinda kullanilan materyal ve malzemeler asagida listelenmistir.

2.1.1 Kullanilan Suslar ve Plazmitler

Metotrofik bir maya tirii olan Pichia pastoris’in dogal bir susu olan X33 susu,
yapilan bu c¢alismada lakkaz iiretici konak¢i organizma olarak kullaniimistir,
Invitrogen’den temin edilmistir. Bu organizma YPD besiyerinde 28-30 Crasindaki

bir sicaklikta biiylimeye elverislidir ve biiyiik 6l¢ekli iiretim i¢in uygundur.

AMES testi kapsaminda kullanilmak iizere ATCC 29631 (TA 1538) olarak
kodlanmig Salmonella typhimurium suslari kullanilmistir. Bu hiicreler Yeditepe
Universitesi, Genetik ve Biyomiihendislik Fakiiltesi’nden temin edilmistir. TA 1538
susu his D3052 ve rfa mutasyonlarina sahiptir. Yani histidin {iretiminden sorumlu
gen Uzerinde bir bazlik delesyon ile olusan gergeve kaymasi sonucu histidin
tiretebilme Ozelligini yitirmistir ve lipopolisakkarit tretimi ile ilgili olan rfa
mutasyonu ise hiicrenin gegirgenliginin artmasina sebep olmustur. Bu bakteriler LB

besiyerinde ve 37 C° sicaklikta biiyiimeye elverislidir.

P. pastoris’de rekombinant lakkaz enzimi Gretimi igin grubumuzda Ginseli Kurt
Giir’iin doktora ¢aligmasi kapsaminda olusturulmus (2010), Pycnoporus sanguineus
MUCL 38531 susuna ait lakkaz enzimi kodlayan Pslcc2genini igeren pPICZ B
ekspresyon vektorii kullanilmistir. Invitrogen’den temin edilen bu plazmit igerisinde,
pozitif varyantlarin secilimi i¢in Zeocin™ antibiyotik diren¢ geni mevcuttur. Zeocin
Streptomyces’den izole edilen ve bakteri, mantar, maya, bitki ve memeli
hlcrelerinde hiicre 6limine yol acan bir antibiyotiktir. Vektérde bulunan Aoxl
promotoru sayesinde de metanol indiiklemesi yapilabilmektedir. Vektoriin uzunlugu
3328 bp’dir. Sekil 2.1 iizerinde pPICZ B vektoriiniin yapist ve genetik pargalari

gorilmektedir.
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Sekil 2.1: pPICZ B vektoriiniin fonksiyonel elemanlarini igeren genetik haritasi [93]
2.1.2 Besiyerleri

Calismada kullanilan besiyeri icerikleri ve hazirlanist Ek 1°de (E.1) belirtilmistir.
2.1.3 Tampon ¢ozeltiler ve sollisyonlar

Calismada kullanilan tampon ¢ozelti ve soliisyon igerikleri ve hazirlanisi Ek 2°de

(E.2) belirtilmistir.
2.1.4 Kimyasallar ve enzimler

Calismada kullanilan kimyasallar ve temin edildikleri kaynaklar Ek 3’de (E.3)
belirtilmistir.

2.1.5 Laboratuvar ekipmanlari

Calismada esnasinda kullanilan laboratuvar ekipmanlar1 Ek 4’de (E.4) belirtilmistir.
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2.2 Metot

Yapilan ¢alismada genel olarak, sirasiyla; P. sanguineus Pslcc2 lakkaz geni igeren
pPICZ B ekspresyon vektoriinlin P. pastoris’e transformasyonu, en iyi lakkaz iiretici
koloninin secilmesi ve uygun Kkiltiir kosullarinda biiyiitiilerek enzimin eldesi,
enzimlerin yedi farkli boya iizerindeki renk giderimi Ozelliklerinin belirlenmesi ve
son olarak Ames Testi ile boya giderimi reaksiyonu sonunda mutajenik aktivite

analizleri gergeklestirilmistir.
2.2.1 pPICZ B ekspresyon vektdrunin P. pastoris’e transformasyonu

Pycnoporus sanguineus MUCL 38531 susundan izole edilmis lakkaz Pslcc2 geni
iceren pPICZ B ekspresyon vektorl P. pastoris’e transforme edilmeden dnce Pmel
endoniikleaz enzimi ile 5° AOX1 boélgesinden kesilerek lineer hale getirilmistir.
Boylece konak¢i genomunda 5° AOX1 bolgesinden entegre olmasi saglanmistir.
Ardindan lineer vektor, ‘’EasyComp™ Transformation Kit (Invitrogen)’ isimli
tirtindeki transformasyon protokoliine gére kompetent hale getirilmis P. pastoris X33

hiicrelerine aktarilmistir.

Kompetan Pichia pastoris X-33 hiicrelerini hazirlanmasi i¢in, éncelikle hicreler 30
CO sicaklikta bir gece YPD besiyerinde 250 rpm calkalamali sekilde inkiibasyona
birakilmistir. Hiicre yogunlugu OD s0o’de 1’e yakin bir degere ulastifi zaman oda
sicakliginda 5000 g 5 dk santriftj ile hicreler ¢oktlrulmiistiir. Hiicreleri barindiran
pellet, 10 mL Solisyon 1 isimli (etilen glikol, DMSO ve sorbitol iceren kompetan
hiicre hazirlanmasi i¢in 6zel gelistirilmis ¢6zelti) ¢ozelti ile karigtirilarak homojen
dagilmasi saglanmistir. Ardindan yine oda sicakliginda, 5000 g ve 5 dk santrifij
yapilmistir. Olusan pellet 1 mL Soliisyon 1 igerisinde karistirilmis ve kompetent
hiicreler elde edilmistir. Ardindan 5 pL’lik kompetent hicre soliisyonlari, 1,5 mL

steril tiiplere dagitilmis ve -80 C° de saklanmustir.

Transformasyon esnasinda, transformasyon i¢in hazirlanmis Soliisyon 2 (PEG igeren
bir soliisyon) ve Soliisyon 3 (yikama adimlar1 ve plate i¢in i¢in tuz igeren bir ¢ozelti)
kullanilmistir. Oncelikle bir tlip kompetent hiicre icerisine 3 pg lineer hale getirilen
vektor eklenmistir. Vektor/hiicre karisimi 1 mL Soliisyon 2 ile vorteks yapilarak
karistirlmigtir. Olusan soliisyon, transformasyon igin 1 saat 30 C° de ¢alkalamal

karistiricida inkiibasyona birakilmistir. Her 15 dakikada ¢ozelti vorteks edilerek
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karistirilmis ve homojen kalmasi saglanmistir. Ardindan tiip 42 C° de 10 dk inkiibe
edilerek 1s1 soku olugmasi saglanmistir. Bu asamadan sonra tiipteki soliisyon 2 farkli
mikrosantrifiij tiipiine dagitilmis ve her birinin Gstine 1 mL YPD besiyeri
eklenmistir. Tekrar 1 saat 30 C° de inkiibasyona birakilarak, Zeocine diren¢ geninin
ekspresyonu i¢in zaman verilmistir. Daha sonra, hiicreler oda sicakliginda 3000 g ve
5 dk santrifiijle ¢oktirilmistiir. 0,5 mL Solisyon 3, tlipteki soliisyonlara eklenmis,
ardindan iki tiipteki soliisyon tek bir tiipte birlestirilmis ve oda sicakliginda 3000 g ve
5 dk santrifiij yapilmistir. Sonra ¢okmiis olan hiicreler 100-150 ul Sollsyon 3 ile
tekrar karistirillmistir. Elde edilen solusyon 100 pg/mL zeocine iceren YPDS besiyeri
bulunduran petri kabi {izerine yayilmistir. Transforme olan hiicreleri barindiran bu

petri kab1, 4 giin 30 C° de inkiibasyona birakilmustir.

Bu agsamada olusan her bir koloni 0.2 mM ABTS (lakkaz substrati1 olarak kullanildi)
iceren minimal methanol besiyeri iceren petri kabi (zerinde 3 gin 30 C° de
inkiibasyona birakilmistir. Bu sure sonucunda, ABTS nin oksidasyonu ile yesil-mavi

bir renk olusumuna sebep olan lakkaz Ureten koloniler belirlenmistir.
2.2.2 Transformant kolonilerin iirettigi lakkazlarin aktivitelerinin belirlenmesi

Transformant koloniler arasindan en iyi lakkaz iiretici koloniyi belirlemek i¢in biitiin
koloniler igin bir secilim yapilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda her koloni %1 metanol
iceren 5 mL minimal metanol besiyeri icerisinde 28 C° de ve 250 rpm calkalamali
sekilde 3 giin inkiibasyona birakilmigtir. Metanoliin buharlagsmas1 sebebiyle her gun
metanol ilavesi yapilmistir. Inkiibasyon sonunda 10000 g ve 15 dakika santrifiij
yapilmigve hiicrelerin ¢okmesi saglanmigtir. BOylece hiicre disina salgilanan lakkaz

enzimlerini igeren slipernatant elde edilmistir.

Bu islemin ardindan her koloniden elde edilen siipernatant i¢in lakkaz aktivite analizi
gerceklestirilmistir. Bu amac¢ i¢in Shimadzu UV cihazt  kullanilarak
sepktrofotometrik Olglim yapilarak lakkazin aktivitesi belirlenmistir. 1200 pL
reaksiyon hacminde gergeklestirilen analizde, substrat olarak 2.5 mM
konsantrasyonunda ABTS kullanilmigtir. Tampon ¢0zelti olarak pH 3.0 luk sitrat
¢ozeltisi kullanmilmig ve 420 nm dalga boyunda Ol¢umler gergeklestirilmistir.1
birimlik lakkaz aktivitesi dakikada 1.0 pmol ABTS oksidasyonuna gore tespit
edilmistir. Bu islem i¢in litredeki aktiviyeyi belirlemek amaciyla asagida verilen

denklem 2.1 kullanilmugtr.
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Z=[©/ed]. (1x10° ymol/mol). C)  (2.1)

L

Denklemde belirtilen, A=420 nm dalga boyundaki absorbans degisimi, £=substratin
soniimleme katsayisini, d=15181n cm cinsinden aldig1 yol, V=toplam reaksiyon hacmi,
v=reaksiyondaki Ornek(enzim) hacmini temsil etmektedir. Bu esitlik sonucunda

enzimin litredeki aktivitesi belirlenmektedir.

Bu analize gore en yiiksek enzim aktivitesini gosteren koloni secilmis ve YPD
besiyerinde inkiibe edilerek ¢ogaltildiktan sonra ileriki ¢aligmalarin yapilmasi i¢in -

80 C° de stoklanmustir.
2.2.3 Rekombinant lakkaz PsLcc2 enziminin Uretilmesi

PsLcc2 uretimi konusunda en verimli P.pastoris kolonisi secildikten sonra, PsLcc2
kullanilarak boya giderme islemlerinin gergeklestirilmesi i¢in daha biiyiik 6l¢ekli
lakkaz tiretimi gergeklestirilmistir. Bu ama¢ dogrultusunda ilk olarak, hiicreler 250
mL hacimli flask icerisinde 25 mL BMGY besiyerinde bir gece 28 C° de 250 rpm
calkalamal1 sekilde inkiibasyona birakilmistir. Hiicre yogunlugu yaklasik olarak
ODesoo = 6.0 seviyesine ulastigi zaman 6nceden hazirlanmis 10 adet 100 mL BMMY
besiyeri iceren 500 mL hacimli flasklar igerisine her flaskta ODeoo 1.0 yogunlukta
hiicre olacak sekilde hiicreler transfer edilmistir. Ardindan 8 giin boyunca 28 C° de
ve 250 rpm calkalamali olarak hiicreler inkiibasyona birakilmistir. Her 24 saatte 1
mL metanol ilavesi yapilarak, buharlagsma sonucu ugan metanoliin yerine metanol

takviyesi yapilmistir.
2.2.4 Uretilen Rekombinant lakkaz PsLcc2’nin toplanmasi

Pslcc2 ekspresyonu sonunda iiretilen lakkazin yiiksek konsantrasyonda elde edilmesi
ici amanyum-sulfat coktirmesi ve ultrafiltrasyon adimlar1 uygulanmistir. Bu amag
dogrultusunda ilk olarak lakkaz iiretimi gerceklestirilen flasklardaki soliisyonlar 15
dk boyunca 10000 g altinda santrifiij edilmistir. Santriflij sonunda hiicreler ¢okerek
pellet olusturmus ve enzim igeren supernatant, amanyum sulfat ¢oktiirmesi yapilmasi

i¢in toplanmistir.

Amonyum silfat tuzu slipernatant karistirilirken azar azar eklenmis ve her ekleme
sonunda c¢ozelti homojen hale gelene kadar beklenmistir. %90 doygunlukta
amonyum sulfat ¢ozeltisi olusturulduktan sonra 15 dk boyunca 10000 g altinda
santrifiij yapilarak coktiiriilen PsLcc2 pellet halinde toplanmustir. Ultrafiltrasyon
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isleminden once lakkazin aktivite kaybina ugramamasi i¢in PSLcc2 enzimini igeren

pelletler -80 C° de saklanmustir.

Ultrafiltrasyon islemi boya giderme analizleri gergeklestirilmeden Once
uygulanmustir. Boylece enzimlerin -80 C° de aktiviteleri azalmadan saklanmasi
saglanmigtir. Ultrafiltrasyon icin, boya giderme analizlerinin de yapildigi pH degeri
olan pH 4.0 degerine sahip sitrat tampon c¢ozeltisi kullanilmigtir. Pellet halinde
bulunan enzimler buz {izerinde, 4 C° 5 mL sitrat ¢cozeltisi kullanilarak ¢oziilmiistiir.
Ardindan ultrasantrifiij tiiplerine aktarilan enzim igeren soliisyon 5000 g altinda 15
dk santrifiij edilmistir. Bu islem sonunda filtreden gegen atik sivi uzaklastirilarak
toplam hacim yine 5 mL olacak sekilde sitrat ¢ozeltisi eklenmis ve tekrar santrifij
islemi uygulanmistir. Toplamda 4 kere santrifiij sonunda ultrafiltrasyon islemi
tamamlanmistir. Elde edilen soliisyon, boya giderme analizlerinde kullanilmak tizere

4 C° veya -20 C°de saklanmustir.
2.2.5 Renk giderme analizleri

Ultrafiltrasyon islemi sonunda elde edilen PsLcc? ile yedi farkli boya iizerinde (asit
siyah, reaktif siyah, malasit yesili, kristal viyole, Birmarck Kahverengi, Kongo
Kirmizisi1 ve Bazik Fuksin) boya giderme analizleri yapilmistir. Kullanilan boyalarin
literatlirdeki diger isimleri, kod numaralar1 ve boya soliisyonlarinin hazirlanis1 Ek

E.2’de belirtilmistir.

Boya renk giderme (dekolorizasyon) analizlerinde standart protokolde reaksiyon
ortaminda 50 uM boya, 100 uM mediator, 0.1 U/mL aktiviteye sahip PsLcc2 miktar
bulunmaktadir. Reaksiyon, 0.1 M, pH 4.0 sitrat tampon ¢6zeltisi igerisinde 30 C° de
ve 150 rpm calkalamali olarak gergeklesmistir. Her reaksiyon ortami igin iki farkl
soliisyon hazirlanmis ve duplike olarak calisilmustir. iki drnekten alinan sonuglara
gore satandart sapmalar hesaplanmistir. Ayrica boyanin kendi davranisi incelemek
icin negatif kontrol (enzim icermeyen soliisyon) ve reaksiyon sonucunun
standardizasyonu i¢in de blank (boya igermeyen soliisyon) hazirlanmistir. Cizelge
2.1’de standart dekolorizasyon protokoliindeki her reaksiyon ortaminin igerigi

belirtilmistir.
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Cizelge 2.1: Dekolorizasyon analizlerinde hazirlanan 3 farkli reaksiyon ortaminin

icerikleri.
. Negatif
Ornek Kontrol Blank
Mediator 100uM 100uM 100uM
Enzim 0.1 U/ml - 0.1 U/ml
Tampon 100mM 100mM 100mM
Cozelti
Boya 50 uM 50 uM -
Toplam Hacim 2mL 2mL 2mL

Reaksiyon ortamindaki degisim spektrofotometrik olarak Bio-rad Benchmark
Microplate Reader cihazi kullanilarak, her boya i¢in boyanin maksimum absorbans
verdigi dalga boyunda oOl¢iilmistiir. Cizelge 2.2°de her boya igin maksimum

absorbans degerini veren dalga boylar1 belirtilmistir.

Cizelge 2.2: Boya ¢esitlerine gore maksimum absorbans degerlerinin 6l¢iildiigi

dalga boylar1.

Boya Cesidi Olciim Yapilan Dalga Boyu ()
Asit Siyah 570 nm
Reaktif Siyah 595 nm
Malasit Yesili 615 nm
Kristal Viyole 590 nm
Bismarck Kahverengi 457 nm
Bazik Fuksin 542 nm
Kongo Kirmizisi 497 nm

Biitlin boyalar iizerinde dekolorizasyon calismas1 yapilmadan Once en uygun
reaksiyon hacminin belirlenmesi i¢in malasit yesili, 6rnek boya olarak kullanilarak
100 puL, 2 mL, 4 mL ve 10 mL reaksiyon hacimlerinde dekolorizasyon c¢alismasi
yapilmustir. Sonuglarin birbiri ile tutarli oldugu tespit edildikten sonra diger
caligmalarda reaksiyonlar 2 mL hacimde 12 kuyucuklu mikroplate kullanilarak
gerceklestirilmistir.
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Her boya i¢in 3 farkli mediator kullanilmistir. Sentetik mediator olarak ABTS, dogal
mediatorler olarak sringaldehit ve kumarik asit kullanilmistir. Ayrica mediator
kullanilmadan sadece enzim kullanilarak da boya giderme analizleri

gergeklestirilmistir.

Kongo kirmizist hari¢ biitiin reaksiyonlar pH=4.0 tampon kullanilarak yapilmistir.
Kongo kirmizis1i icin pH=6.0 tampon c¢ozeltisi kullanmilmistir. Reaksiyonlar
basladiktan sonra ilk 6l¢iim 15. dakikada alinmis, daha sonra 5 saat boyunca saat basi

Ol¢iim alinmustir. 5 saat sonrasinda 24. saat ve 48. saat 6l¢iimleri alinmastir.

Standart protokol disinda iki boya belirlenerek (malasit yesili ve reaktif siyah), farkl
boya konsantrasyonunda ve farkli enzim konsatrasyonunda da analizler
gerceklestirilmistir. Boya konsantrasyonu olarak 50 uM’a ek olarak 25 uM ve 100
uM kullanilmistir. Enzim miktar1 ise 0.2 U/mL aktiviteye denk gelecek miktarda
kullanilmistir. Boylece standart protokoldeki boya miktarinin yarist ve iki kati ile,

enzim miktarinin 2 kat1 da kullanilarak dekolorizasyon analizleri ger¢eklestirilmistir.

Yapilan spektrofotometrik 6l¢iimler sonucunda, reaksiyon ortamindaki degerlerden
blank soliisyonlarinda 6Slgiilen degerler cikartildi ve enzim ile mediatdr arasinda
olusan absorbans degisimleri ihmal edilerek analiz sonuglart normalize edilmistir. Bu
degerler kullanilarak asagida belirtilen denklem 2.2 ile dekolorizasyon ytizdeleri

hesaplanmuistir.

A0— A1

% Dekolorizasyon= —5 %100 (2.2)

Denklemde belirtilen Ao maksimum dalga boyundaki baslangictaki (reaksiyona
enzim eklendikten hemen sonraki 6l¢lim) Glglim sonucu okunan deger, A1 ise t

aninda yapilan 6l¢iim sonucu okunan degerdir.
2.2.6 Ames testi

Dekolorizasyon ¢alismasi sonucunda mutajenik ara iiriin olusma ihtimalini test etmek
amaci ile Ames/Salmonella mikrozom test sistemi kullanilmistir. Bu testte ATCC
29631 (TA 1538) mutant hiicre hatt1 kullanilmistir.

Histidin Gereksinimi: Ilk olarak, mutant hiicreler histidin oksotropu olduklar1 igin
bu mutasyonu koruyup koruyamadiklarmi belirlemek amaciyla histidinli ve
histidinsiz ortamlarda hiicrelerin biiyiimleri gézlenmistir. Oncelikle, hiicreler Nutient

agar Uzerinde buyuttldikten sonra Nutrient broth icerisinde gece boyunca biyumeye
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birakilmis ve ODgoo 1.0 degeri elde edilince HBA (histidine biyotin agar) ve histidin
icermeyen ama biyotin iceren minimal glukoz agar Uzerine 6ze yarimiyla ekim
yapilmustir. Hiicreler 37 C° de 48 saat boyunca bilyiimeye birakilmis ve sonuglar

incelenmistir.

rfa mutasyonun kontrolli: Mutant hiicrelerin hiicre duvarindaki gecirgenligin var
oldugunun tespit edilebilmesi i¢in rfa mutasyonu kontrol edilmistir. Bu amag i¢in 1
mg/mL yogunluktaki kristal viyole soliisyonu emdirilmis Whatman diskler, histidine
ve biyotinli besiyeri igeren petri kabma yerlestirilmistir. Hiicreler 37 C° de 48 saat
boyunca biiyiimeye birakilmis ve disklerin etrafinda hiicrelerin biiyiiyemedigi bir

inhibisyon zonunun olusumu incelenmistir.

Yapilacak test i¢in gerekli olan bu iki mutasyonun korundugu incelendikten sonra
dekolorizasyon analizleri sonuglarindan elde edilen soliisyonlar iizerinde ¢alismalara
gecilmistir. Bu amagla hiicreler 37 C° de Nutrient broth icerisinde gecelik kulttre
birakilmigtir. ODeoo 1.0 degerindeki yogunluga erisen hiicreler kullanilmistir.
Caligmada MGA besiyeri alt agar olarak kullanildi. Hiicrelerin petri lizerinde diizgiin
ve homojen dagilmas1 amaciyla iist agar (top agar) kullanilmistir. Isitilarak eritilen
iist agar, 50 C° su banyosunda tutularak uygulamadan énce donmasi engellenmistir.
Gecelik hiicre kiltlirinden 100 puL hiicre ile iist agarla 1/10 oraninda karisim
olusturacak miktardaki histidin/biyotin soliisyonu (HB soliisyonu), 50C° deki st
agar ile karigtirllmistir (toplam iist agar hacmi 3 mL olarak ayarlandi). Karigim
vorteks ile homojen hale getirilmis ve seri sekilde MGA plaklarinin {izerine
dokiilmistiir. Sekiz seklinde petri kabi ¢alkalanarak iist agarin homojen dagilmasi

saglandi.

MGA plaklar tizerine dokiilen, hiicreleri de igeren (st agar kuruduktan sonra steril
hale getilmis Whatman disklerine 25 pL lik 6rnekler emdirilmistir. Negatif kontrol
olarak su kullanilirken, pozitif mutajen madde olarak TA 1538 susu i¢in 4-Nitro-o-
Fenilendiamine (NPD) cozeltisi kullanilmustir. Petriler 37 C° de 48 saat boyunca

biliylimeye birakilmistir.
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3. SONUCLAR ve TARTISMA

3.1 PsLcc2 Uretebilen Rekombinant P.pastoris Kolonilerin Belirlenmesi

Pycnoporus sanguinues MUCL 38531 organizmasina ait lakkaz enzimi kodlayan
PsLcc2 geni iceren pPICZ B vektorl, P.pastoris X33 susuna ’’EasyComp™
Transformation Kit’’ kullanilarak kimyasal transformasyon ile aktarildiktan sonra
Zeocine antibiyotigi iceren besiyerindeki koloni olusumlar1 gézlenmistir. pPICZ B
vektoriinde Zeocine direng geni bulundugu i¢in antibiyotik se¢ilimi yapilan
besiyerinde sadece antibiyotik diren¢ geni ekspresyonu yapabilen koloniler biylime
gosterebilecektir. Transformasyon sonucunda 37 adet transformant koloni olusumu

tespit edilmistir.

Olusan 37 transformant koloninin hedef genimiz olan Psicc2’yi ekspres edip
edemedigini belirlemek i¢in her bir transformant biiyiitiildiikten sonra igerisinde
lakkaz substrati olan 0.2 mM ABTS’nin de bulunugu minimal metanol besiyerinde
ekilmis ve 30 C° de 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Boylece lakkaz ekspresyonu
icin gerekli olan kosullar1 saglayan minimal metanol besiyerinde hiicre disina lakkaz
salgilanmas: halinde, ABTS ile lakkazin reaksiyona girmesi sonucunda mavi-yesil
renkli bir zon olusumu gozlenecektir. Bu renk olusumunun nedeni ise lakkaz
enziminin oksidasyonu sonucu olusan ABTS radikalleridir [77]. Bu g¢alismaya ait

sonuclar Sekil 3.1 ve Sekil 3.2’de verilmektedir.
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Sekil 3.1: Transformant Kolonilerin ABTS Igeren Minimal Metanol Besiyerindeki Lakkaz
Uretimlerinin Tespit Edilmesi. A: Inkiibasyon Oncesi Kolonilerin Gériiniimii, B: 24 Saat

Sonundaki Goriniim, C: 72 Saat Sonundaki Goriinim
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Sekil 3.2: 2 Numarali Petrinin 3. Giin Sonundaki (72 saat) Yakin Goriiniimii

Sekil 3.1 iizerinde de goriildiigii gibi transformasyon sonucu olusan 37 koloninin
hepsinde de lakkaz ekspresyonu gerceklestigi tespit edilmistir. Olusan yesil zonun

genisliginin artmast da devam eden lakkaz iiretimini gostermektedir.

Biitiin transformantlarin lakkaz enzimi ifadesini gerceklestirdigi tespit edildikten
sonra hangi transformantin en yiiksek lakkaz aktivitesi gosterdigini belirlemek i¢in
her koloni sivi minimal metanol besiyerinde inkiibasyona birakilarak hiicre digindaki
stvilardan Ornekler alinmistir. Hiicrelerin ¢oktiiriilmesi sonucu alinan siipernatant
orneklerinin yine ABTS kullanilarak enzimatik aktivite analizine gore birbirlerine
kiyasla aktiviteleri tespit edilmistir. 37 pozitif transformant koloniden alinan hiicre
dis1 orneklerin gosterdigi aktiviteler 50.4 U/L ile 302 U/L arasinda degiskenlik
gostermistir. Yapilan aktivite testine gore 2. petride bulunan 5 numarali koloninin
302 U/L degeri ile en yiiksek aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle
dekolorizasyon calismalarinda 5 numarali koloniden iiretilen enzimler kullanilmistir.

Bu amagla 5 numarali koloni stv1 YPD besiyerinde iiretilerek -80 C° de stoklanmustir.
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3.2 Rekombinant Lakkaz PsLcc2 Enziminin Genis Ol¢ekli Uretimi

Mikrobiyal kaynakli protein iiretiminin verimli olabilmesi i¢in kiiltiir kosullarindaki
bazi1 degiskenlerin 6nemi oldukga fazladir. Sicaklik, kiiltiir ortaminin kompozisyonu
(karbon kaynagi, gerekli mineraller varsa kofaktor ihtiyaci vs.), pH degeri, hiicre
yogunlugu ve Kkiiltiir siiresi gibi parametreler lretilecek proteinin verimini ve
miktarini etkileyen degiskenlerdir. [78,79] Rekombinant lakkaz tirtimi yapilirken bu
parametreler géz onlinde bulundurularak hiicrelerin kiltiirii yapilmistir ve iiretim

sonucunda lakkaz enzimlerinin kismi saflagtirilmasi yapilmistir.

Rekombinant lakkaz tretiminin optimum kosullarda gergeklesmesi igin, 2010 yilinda
Gilnseli Kurt Giir tarafindan yapilan lakkaz tiretimi i¢in gerekli optimum iiretim
kosullarinin tespit edilme calismalari (pH degeri, alanin miktari, sicaklik degeri,
kaltdr suresi, CuSOs miktar1 vb. gibi) dikkate alinarak tretim yapilmistir. Bu
kapsamda, 500 mL hacimli 10 adet flask kullanilmis, her flaska 100 mL BMMY s1vi
besiyeri eklenmis ve toplamda 1 litrelik iiretim yapilmistir. Hiicreler bu besiyerinde 8

giin boyunca 28 C° sicaklikta ve 250 rpm ¢alkalamali olarak kiiltiire edilmistir.

Lakkaz dretimi igin kullanilan BMMY besiyerinde pH 6.0 degerindeki potasyum
fosfat tampon ¢ozeltisi kullanilmigtir. Asidik ortamlarda yapilan lakkaz {iretiminin
enzim aktivitesi ilizerinde olumsuz etki gosterdigi tespit edildiginden dolay1 nétral
degere yakin bir tampon ¢ozelti ile besiyeri pH seviyesi ayarlanmigtir [80]. Ayrica
O’Callaghan ve ekibi tarafindan 2002 yilinda yapilan bir ¢alismada T.versicolor
organizmasi kaynak olarak kullanilarak yine P.pastoris Uzerinden rekombinant
lakkaz {tiretimi gerceklestirilmistir ve bu calismada kiiltiir ortamina alanin ilave
edilmesinin iiretilen asidik iiriinlerin ndtralizasyonunu saglayarak lakkaz aktivitesinin
korunmasinda yardimci oldugu tespit edilmistir [78]. Bu nedenle BMMY besiyerine,
optimum etki gosterdigi yogunluk olarak tespit edilen % 0.3 oraninda alanin ilavesi

yapilmistir.

Oksijen varlhigi, optimum iretim kosullart igin gerekli olan parametrelerden bir
digeridir [79]. Bu gereksinimi karsilamak amaciyla kullanilan flasklarin %20’si
kiiltiir ortamini igerirken geriye kalan hava igerisindeki oksijen ise gerekli oksijeni
temin etmek i¢in kullanilmistir. Oksijenin soliisyon igerisinde etkili ve homojen

dagilmasi i¢in 250 rpm hizla galkalama yapilmistir. Ote yandan, endiistriyel iiretimde
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kullanilan biyoreaktorlerde oksijen beslemesi saglayan kanallar bulunmaktadir.

Boylece oksijen ihtiyaci daha kontrolii ve stabil sekilde saglanmaktadir [79].

P.pastoris metanolii karbon kaynagi olarak kullanabilen bir maya tiiriidiir. Bunun
yaninda sahip oldugu Aox promotoru da metanol ile indiiklenebilen bir promotordur
[81]. Pslcc2 genini igeren pPICZ B vektoriinde de metanol indiiklemesi yapilmaya
uygun olmast i¢in Aox1 promotoru mevcuttur. Bu sebeplerden 6tiirii, basta metanol
indiiklemesi yapmak icin ve karbon kaynagi olarak da kullabildigi i¢in Onceki
calismalarda en uygun konsantrasyon olarak belirlenen %1 oraninda metanol,
BMMY besiyerine ilave edilmistir. Metanoliin ¢abuk buharlagmasinin ortaya
¢ikaracagi olumsuz etkiyi yok etmek icin 24 saatte bir metanol ilavesi yapilarak %1

oranindaki metanol varlig1 korunmustur.

Enzim {iretiminde nitrojen kaynagi olarak mikolojik pepton kullanilmistir. Collins ve
Dobson tarafindan T.versicolor iizerinde yapilan bir ¢alismada, nitrojen varliginin
hlcrelerin biylmesine olan etkisinin yani sira, enzim {iretimi iizerinde de 6nemli bir
parametre oldugu ve nitrojen miktarinin lakkaz translasyonundan sorumlu olan
mRNA miktari iizerinde olumlu etkiler gosterdigi tespit edilmistir [82]. Bu nedenle
%20 g/L konsantrasyonunda nitrojen varligin1 saglamak amaciyla BMMY igerisine

pepton ilavesi yapilmistir.

Lakkaz enzimi kofaktor olarak Cu (bakir) atomu i¢ermektedir [23]. Bu nedenle,
enzimin bakir ihtiyacim1 karsilayabilmek icin BMMY igerisinde optimum
konsantrasyon oldugu tespit edilen 2 mM’lik CuSO4 konsantrasyonu olusturacak

sekilde CuSOg ilavesi yapilmustir.

3.3 Pichia pastoris ile Uretilen Rekombinant Lakkaz Enzimlerinin Kismi Olarak

Saflastirilmasi

8. gun sonunda rekombinant lakkaz Uretimi durdurulduktan sonra her flasktaki
solusyonlar 2 L hacmindeki blyuk bir flaskta toplanarak % 90’lik amonyum stilfat,
(NH4)2SO0s ¢otiirmesi  yapilmistir. Bu islem +4 C° de ve manyetik karistirict
kullanarak gerceklestirildi ve %90 doygunluga ulasana kadar en fazla %10’luk artigla
amanyum siilfat eklemesi yapildi. Boylece homojen bir ¢ozelti olusmasi saglandi.
Amonyum silfat ¢oktlrmesi salting-in, salting-out prensibine dayanan ve solisyon

icinde proteinlerin ¢okelti olusturmasina imkan saglayan bir saflastirma adimidir
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[83]. Proteinlerin bulundugu bir soliisyon igerisine amonyum siilfat benzeri tuzlarin
eklenmesi, suyun yiizey gerilme kuvvetini arttirdig1 i¢in proteinlerin katlanmasina
etki etmektedir. Tuz konsantrasyonunun artmasi, su ile proteinlerin fonksiyonel
amino aistleri arasindaki hidrofobik kuvvetin artmasina neden olarak entropinin
diismesine ve proteinlerin katlanmasina olanak vermektedir. Boylece soliisyon
icerisinde denature halde bulunan proteinler katlanma yaparak ¢okelme olusturmaya
uygun bir yapiya kavusurlar [84]. Bu prensipten yararlanmak igin yapilan amonyum
siilfat ¢oktiirmesi ile soliisyon igerisindeki proteinler santrifiij adim1 sonunda s1vidan
ayrilarak kati bir ¢okelek olusturmus, ardindan siipernatant uzaklastirilarak, lakkaz
enzimlerini iceren ¢okelti halindeki yap1 -80 C° de muhafaza edilmistir. Boylece tuz
yogunlugunun sagladigi katlanma nedeniyle proteinin stabilitesinin korunmasi da

amaglanmustir [83].

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildiktan sonra dekolorizasyon asamasina gegcmeden
once enzimin bulundugu ortamdaki tuzlar1 uzaklastirmak igin ultrafiltrasyon
uygulanmistir. Bu asamada Milipore Amicon Ultra® ultrafiltrasyon tiipl ve santrifuj
cihazi kullanilmistir. Oncelikle pH=4.0 sitrat tampon ¢ozeltisi kullanilarak amanyum
stilfat coktiirmesi sonucu elde edilen kati ¢okelek, soliisyon haline getirilmistir.
Ardindan 15 dk 5000 g altinda santrifiij yapilarak tuzlarin uzaklagsmasi saglanmistir.
Bu adim 4 kez tekrarlanmis ve filtreden gecen sividan Ornek alinarak enzimatik
aktivite olup olmadig: test edilmistir. Yapilan test sonunda tuzlari bulunduran atik
stvida herhangi bir enzimatik aktiviteye rastlanmamigtir. Bu durum filtrasyonun
enzim kaybina yol agmadigmi teyit etmektedir. Ultrafiltrasyon teknigi, tuz
uzaklastirmada kullanilan bir diger teknik olan diyaliz yontemiyle benzerlik
gostermektedir. Kullanilan filtre, tuz gibi kiiciik yapili molekiillerin gegisine izin
veirirken, protein gibi makromolekiillerin gegisini engeller [94]. Bdylece santrifij
sonucu tuzlar filtreden gegerek atik olarak uzaklastirilan sivida kalirken, filtre
tizerindeki sivida konsantrayonu yiiksek, tuz orani azaltilmig enzim soliiyonu
kalacaktir. Bu sayede enzimin dinamik yapisi lizerinde olumsuz etki gostererek,
enzim aktivitesini inhibe edici 6zellik gosteren tuzlarin enzimin bulundugu soliisyon

igeresinden uzaklastirilmasi saglanmigtir [85].

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve ultrafiltrasyon adimlar1 tamamlandiktan sonra enzim
aktivitesi tekrar belirlenmistir. Bu adimlarla yapilan saflastirma sonucu olusan enzim

sollisyonunun aktivitesi yaklasik olarak 82000 U/L olarak belirlenmistir. Bu deger,
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direk olarak siipernatant igerisinden alinan Ornegin aktivitesine gore (302 U/L)
olduke¢a yiiksek goziikmektedir. Bu durum, yapilan saflastirma adimlari sonucunda
litredeki enzimatik aktivitede yaklasik olarak 27 katlik bir artis oldugunu
gostermektedir. Boylece hem daha az miktarda enzim solisyonu kullanarak
dekolorizasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmis hem de daha yiksek aktivite sayesinde

daha iyi sonuglar elde edilmistir.

3.4 Rekombinant Lakkaz PsLcc2 Enziminin Renk Giderme Performansinin

Belirlenmesi

Dekolorizasyon galismalart genel olarak 3 farkli LMS (lakkaz mediator sistemi) ve
tek basmna enzim kullanilarak gerceklestirilmistir. Bunun disinda farkli enzim
konsantrasyonu, farkli boya miktar1 ve farkli hacimler iizerinde de calismalar
yapilmistir. Boya giderme reaksiyonlari 2 giin (48 saat) boyunca devam ettirilmis ve
her reaksiyondan once enzim aktivitesi Ol¢iilmiis ve reaksiyon ortamindaki enzim

aktivitesi 0.1 U/mL olacak sekilde enzim miktar1 diizenlenmistir.
3.4.1 Boya Renk Giderimi Reaksiyon Hacminin Belirlenmesi

Dekolorizasyon ¢alismalarina gecildigi zaman boya renk giderme analizlerinin
nekadar hacimde gerceklestirilecegini belirlemek amaciyla 2 mL, 4mL ve 10 mL
hacimlerinde lakkaz enzimi ve mediat6r olarak da ABTS kullanilarak malasit yesili
boyas1 lizerindeki dekolorizasyon performans: test edilmistir. Yapilan ¢alisma
neticesinde 3 hacim i¢in de sonuglar birbirine yakin ¢ikmistir. 2 mL hacimde %91, 4
mL hacimde %91.9 ve 10 mL hacimde %93.1 oraninda boya giderimi tespit
edilmistir (Sekil 3.3). Sonuclarin tutarli olmasindan dolay1 diger boyalar ve

mediatdrler ile yapilan ¢alismalar 2 mL hacimde gerceklestirilmistir.

Biitlin dekolorizasyon ¢alismalarinda ilk 5 saatte saat bas1 6rnek alinmis olup diger
Olclimler 24.saatte ve 48.saatte almmistir (hacim belirleme calismasinda 24 saat

Olctim yapilmistir).
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Sekil 3.3: (A): 2 mL hacimde, (B): 4 mL hacimde, (C) :10 mL hacimde gergeklestirilen,
rekombinant lakkaz PsLcc2 ve ABTS varliginda Malasit Yesili tizerinde boya giderim

analizleri
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Farkli hacimlerde yapilan bu boya renk giderme galismasi gostermistir ki; reaksiyon
kompozisyonu degismedigi siirece (biitlin hacimlerde ayni oranlar korunmustur)
dekolorizasyon performansinin reaksiyon hacmi ile iligkisi bulunmamaktadir. 10 mL
reaksiyon hacmi ile gerceklestirilen ¢aligsmalarla ilgili goruntiler Sekil 3.4°de yer

almaktadir.

Sekil 3.4: 10 mL hacimde gergeklestirilen, rekombinant lakkaz PsLcc2 ve ABTS varliginda

Malasit Yesili tizerinde boya giderim analizleri ve 24.saat sonundaki 6rneklerin gorintisu.
S2: PsLcc2 ve ABTS ve Malasit Yesili bulunan reaksiyon ortam, B2: PsLcc2 ve ABTS

bulunan reaksiyon ortami, N2: Sadece Malasit Yesili ve ABTS bulunan reaksiyon ortami

3.4.2 Rekombinant Lakkaz PsLcc2-ABTS Sisteminin  Dekolorizasyon

Performansi

ABTS, lakkaz enziminin sentetik mediatOrlerinden biridir. ABTS ile olusturulan bir
Lakkaz-mediator sistemlerinde (LMS), ABTS’nin temel islevi lakkazin substrat
araligin1 ve kataliz performansini arttirmasidir. Bunun yaninda, ABTS de lakkazin
bir substrati oldugu igin, ABTS iizerinde de oksidayon meydana gelir ve bu
oksidasyon sonucu olusan radikal ara iiriinler reaksiyon ortamimnin yesil renge

doniismesine neden olur [42].

Lakkaz-mediator sistemlerinde genel olarak, mediatér olarak kullanilan madde bir
ara Uriin gibi c¢alisir. Lakkazin tek basina oksidasyon gergeklestiremedigi
substratlarin oksitlenmesini saglar. Bunun i¢in dncelikle mediator lakkaz tarafindan

oksidasyona ugrar, ardindan oksidasyona ugrayan mediator indirgenirken ortamda
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bulunan substratin oksidayona ugramasmi saglar. Boylece lakkaz enzimi dolayl
olarak ortamdaki substratin oksidasyonunu saglar. Bu amag i¢in molekiiler oksijen
kullanilir. Lakkaz-ABTS sisteminde de Oncelikle ABTS oksitlenir, ardindan ortamda
bulunan substrat ABTS sayesinde oksidayona ugrar [42].

Yapilan dekolorizasyon calismasinda 7 farkli boya kullanilmistir. Kullanilan bu
boyalar 2 grup altinda siniflandirilabilir: azo boyalar (tek azo yapisina sahip ve ¢ift

azo yapisina sahip) ve triarilmetan boyalari.

Azo boyalar molekiiler yapisinda R—N=N-R’ yapisina sahip olan boyalardir. Tekli
azo yapisina sahip boyalarda (single azo dye) bir tane azo bagi bulunurken ¢ift azo
yapisina sahip boyalarda (double azo dye) iki tane azo bagi bulunmaktadir [86]. Azo
boyalar basta tekstil endiistrisi olmak iizere pek ¢ok alanda boyar madde olarak
kullanilmaktadir. Tekstil sektoriinde dogal ve sentetik kumas ipliklerin
boyanmasinda ve farkli azo boyalarinin sentezinde kullanilmaktadirlar [87]. Ancak
yapilan toksisite ¢aligmalarinda azo boyalarin 6zellikle hidrofilik 6zellik gosteren
uyelerinin bakteri, alg ve balik gibi suda yasayan canlilar {izerinde sitotoksik ve
genotoksik bir etki gostererek Oliimciil derecede zararli oldugu tespit edilmistir.
Bunun yaninda bu atiklarin bulundugu sui le beslenen canlilar {izerinde de benzer
Ozellikler gosterdigi tespit edilmistir [86]. Yapilan dekolorizasyon calismasinda
kullanilan asit siyah (C.I. Acid Black 194) tekli azo yapisinda, reaktif siyah (C.I.
Reactive Black 5 — 20505), Bismarck kahverengi (C.I. Basic Brown 1 — 21000) ve
Kongo kirmizisi (C.1. Direct Red 28 — 22120) ¢ift azo yapisina sahip boyalardandir
[95].

Calismada kullanilan diger boya grubu olan triarilmetan smifindaki boyalar
trifenilmetan olarak da isimlendirilen, molekiiler yapisinda metan yapisina baglh 3
fenil grubu icermektedir. Triarilmetan grubu boyalar da endustriyel olarak oldukca
yaygin kullanilan bir boya cesididir. Tekstil endiistrisinde pamuk, ipek ve yiin
boyamasinda kullanilmaktadirlar. Bunun disinda kagit, deri mum gibi {irlinlerin
boyanmasinda ve kozmetik sektdriinde de kullanilmaktadirlar [88]. Yapilan toksisite
calismalarinda triarilmetan sinifi boyalardan suda ¢Ozlinen {iiyelerinin O6zellikle
fotosentez yapabilen organizmalar tizerinde fototoksik oOzellik gosterdigi tespit
edilmistir. Bunun diginda baz tiirler {izerinde de toksik ve kanserojen etkiye sahip

oldugu belirtilmistir [89]. Calismada triarilmetan sinifindan {i¢ boya kullanilmistir.
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Bu boyalar: Malasit Yesili (C.l. Basic Green 4 — 42000), Kristal Viyole (C.I. Basic
Violet 3 — 42555) ve Bazik Fuksindir (C.I. Basic Violet 14 — 42510). [95]

Dekolorizasyon ¢alismasinda biitiin boyalarin bulundugu ortamin pH’s1 rekombinant
lakkaz PsLcc2 enziminin optimum ¢alistigi pH degeri olan 4.2 degerine yakin olacak
sekilde pH 4.0 olarak olusturulmustur [90]. Ancak Kongo Kirmizisi pH
degisimlerine duyarli oldugu ve pH 4.0’de mavi renge doniistiigli i¢in Kongo Kirmizi
ile yapilan caligmalarda pH 6.0 degerine sahip tampon ¢ozelti kullanilmistir. Bunun
disinda lakkaz-ABTS sisteminin yaninda mediatér kullanmadan lakkazin tek basina
s0z konusu boyalar Uzerindeki etkileri de gozlenmistir. Lakkaz-ABTS ve lakkaz
kullanilarak gergeklestirilen dekolorizasyon sonuglart Sekil 3.5, 3.6, 3.7, 3.8, 3.9,

3.10 ve 3.11 tizerinde verilmistir.
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Sekil 3.5: Asit Siyah boyasi iizerinde Rekombinant Lakkaz PsLcc2 -ABTS

sisteminin 48 saat icerisindeki dekolorizasyon performansinin belirlenmesi

Sekil 3.5°de verilen grafikte goriildiigii gibi Rekombinant Lakkaz PsLcc2-ABTS
sistemi asit siyah (zerinde 4. saatin sonundan itibaren %100 dekolorizasyon
saglamistir. Enzimin tek basina 48 saat sonundaki dekolorizasyon ytizdesi %25.7
olarak 6l¢iilmistiir. Bu deger diger boyalarin performansi ile kiyaslandiginda iyi bir
sonug olarak goriilmektedir. Asit siyah boyasi tizerindeki lakkaz-ABTS performansi

degerlendirildigi zaman ilk {i¢ saat icerisinde boya giderminin %98.2’ye ulastigi
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tespit edilmistir. Yani dekolorizasyonun biiyiikk kismmin ilk 3 saat igerisinde

tamamlanmaktadir.

Reaktif Siyah
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Sekil 3.6: Reaktif Siyah boyasi iizerinde Rekombinant Lakkaz PsLcc2 -ABTS

sisteminin 48 saat icerisindeki dekolorizasyon performansinin belirlenmesi

Rekombinant Lakkaz PsLcc2 -ABTS sisteminin reaktif siyah tizerindeki performansi
degerlendirildigi zaman 48 saat sonunda % 94.5 oraninda boya giderimi saglandig:
goriilmektedir. Ik 5 saat igerisinde %54, 24 saat sonunda ise %93.2 dekolorizasyon
saglanmigtir. Ilk 24 saatten sonra boya giderimi yiizdesinde onemli bir artis
olmamistir. Mediatoriin bulunmadig1 reaksiyon ortami degerlendirildigi zaman 48
saat sonunda dekolorizasyon yiizdesinin %10’un altinda kaldig1 gozlenmektedir. Bu
sonuclara bakildigi zaman reaktif siyah tizeride ABTS’nin Rekombinant Lakkaz

PsLcc2 performansini onemli 6lgiide arttirdigi gézlenmektedir.
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Kristal Viyole
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Sekil 3.7: Kristal Viyole boyasi iizerinde Rekombinant Lakkaz PsLcc2 -ABTS

sisteminin 48 saat icerisindeki dekolorizasyon performansinin belirlenmesi

Kristal viyole lizerindeki lakkazin etkisi incelendiginde yine Rekombinant Lakkaz
PsLcc2-ABTS sisteminin tek basma lakkaz kullanildigi reaksiyona gore oldukca
yiiksek bir verime sahip oldugu goriilmektedir. PsLcc2-ABTS sisteminde 48 saat
sonunda %78.6 oraninda boya giderimi tespit edilirken sadece lakkaz kullanilan
ortamda boya giderme yiizdesi %10’un altinda (%6.7) olmustur. 5 saat sonundaki
Rekombinant Lakkaz PsLcc2 -ABTS sisteminin performansi incelendiginde %36.6
oraninda bir dekolorizasyon performansi goziikmektedir. 24 saat sonunda ise bu oran
%76.7’ye c¢ikmistir. Bu durum incelendiginde dekolorizasyon isleminin 6nemli
Olclide 24 saat sonunda tamamlandig1 ve boya giderme siirecinin nispeten daha yavas

ilerledigi gézlenmektedir.
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Malasit Yesili
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Sekil 3.8: Malasit Yesili boyasi lizerinde Rekombinant Lakkaz PsLcc2 -ABTS

sisteminin 48 saat igerisindeki dekolorizasyon performansinin belirlenmesi

Rekombinant Lakkaz PsLcc2 'nin Malasit Yesili tizerindeki etkisi incelendigi zaman
tek basina PsLcc2 enzimi kullanarak olusturulan reaksiyonun nispeten daha iyi bir
performans ortaya koydugu goriinmektedir. Mediatorsiiz Rekombinant Lakkaz
PsLcc2 enziminin dekolorizasyon yuzdesi 48 saat sonunda %42.3 olarak
belirlenmistir. 24 saat sonundaki deger ile 48 saat sonundaki boya giderme oraninin
yakin olmasi1 esas dekolorizasyon veriminin ilk 24 saatte gerceklestigini
gostermektedir. PsLcc2 enziminin mediatorsiiz olarak nispeten daha iyi sonug
vermesine ragmen Rekombinant Lakkaz PsLcc2 -ABTS sistemi ile 48 saat sonunda
%93.7 oraninda bir verim saglanmistir. Burada da kullanilan ABTS mediatorii
lakkazin Malasit Yesili lizerindeki boya giderme verimini arttirmistir. Ancak burada
mediator sisteminde ilk 5 saat sonunda dekolorizasyonun biyiuk Olcude
tamamlandig1 dikkat ¢ekmektedir. Renk giderme isleminin %88’ ilk 5 saat sonunda

gerceklesmistir.
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Bismarck Kahverengi
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Sekil 3.9: Bismarck Kahverengi boyasi iizerinde Rekombinant Lakkaz PsLcc2 -

ABTS sisteminin 48 saat i¢erisindeki dekolorizasyon performansinin belirlenmesi

Bismarck Kahverengi Uzerindeki Rekombinant Lakkaz PsLcc2 performansi
incelendiginde diger 6 boyaya kiyasla en diisiik verimin bu boyada alindigi
gozlenmektedir. Tek basmna Rekombinant Lakkaz PsLcc2 kullanildigr reaksiyon
ortaminda dekolorizasyon vyizdesi %10 degerinin iizerinde ulasmis olsa da
Rekombinant Lakkaz PsLcc2-ABTS sisteminin dekolorizasyon yizdesi sadece
%?28.4 olmustur. Bu oran diger boyalar tizerindeki Rekombinant Lakkaz PsLcc2-
ABTS sisteminin performansit géz oniine alindiginda oldukca diisiik kalmaktadir.
Baz1 boyalarda da oldugu gibi Rekombinant Lakkaz PsLcc2-ABTS sisteminde

dekolorizasyonun biiyiik kisminin ilk 5 saatte tamamlandig1 gézlenmektedir.
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Bazik Fuksin
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Sekil 3.10: Bazik Fuksin boyasi iizerinde Rekombinant Lakkaz PsLcc2-ABTS

sisteminin 48 saat igerisindeki dekolorizasyon performansinin belirlenmesi

Rekombinant olarak dretilen PsLcc2 enziminin  Bazik Fuksin Uzerindeki
dekolorizasyon performansi incelendiginde Rekombinant Lakkaz PsLcc2-ABTS
sistemi ile tek basina enzimin kullanildigi system arasinda oldukga biiyii bir fark
olustugu gozlenmektedir. Tek basina Rekombinant Lakkaz PsLcc2 enziminin
performansi incelendigi zaman 48 saat sonunda sadece %3.7’lik bir boya giderme
verimin gozlenmektedir. Ancak ABTS mediatorii kullanildigi durumda bu oran 48
saat sonunda %384’e cikmaktadir. Sadece PsLcc2 kullanildigi durumda ilk 5 saat
igerisinde kayda deger miktarda boya giderimi gézlenmezken Rekombinant Lakkaz
PsLcc2-ABTS sisteminde boya gideriminin biyik bolimd 24 saat icerisinde

tamamlanmistir.
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Kongo Kirmizisi
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Sekil 3.11: Kongo Kirmizisi boyasi {izerinde Rekombinant Lakkaz PsLcc2-ABTS sisteminin

pH=6.0 degerinde ve 48 saat igerisindeki dekolorizasyon performansinin belirlenmesi

Kongo Kirmizist iizerinde yapilan dekolorizasyon calismasi pH=6.0 ortaminda
yapildig1 i¢in Snemli bir belirteg O6zelligine sahiptir. Sadece Rekombinant Lakkaz
PsLcc2 'nin kullanildigi reaksiyon degerlendirildigi zaman lk 5 saat igerisinde
neredeyse hi¢ dekolorizasyon olugsmadig gozlenmistir. 48 saat sonunda ise sadece
%3.5 oraninda dekolorizasyona ulasilmistir. Ancak Rekombinant Lakkaz PsLcc2-
ABTS sistemi g6z oniinde bulunduruldugunda 48 saat sonunda %90.2 oraninda boya
giderimi s6z konusudur. Bu 6rnekte de ABTS mediatOri PsLcc2’in performansi
tizerinde onemli Ol¢iide artis saglamistir. pH derecesi s6z konusu Rekombinant
Lakkaz PsLcc2 enzimi igin optimum degerde olmasa da ABTS ile birlikte

olusturulan LMS’nin olduk¢a verimli oldugu gézlenmistir.

Rekombinant Lakkaz PsLcc2-ABTS sistemi kullanilarak yapilan dekolorizasyon
caligmalar1 her boyanin maksimum absorbans degerini verdigi dalga boyunda yapilan
spektrofotometrik Sl¢timler ile analiz edilmistir. Bu olgtimler sonucu elde edilen
absorbans degisimleri hesaplanarak yilizde degisim belirlenmistir. Bunun yani sira
boyalar lizerinde gorsel olarak da renk degisimleri olusmustur. Sekiller (Sekil 3.13-
3.14-3.15) Uzerinde bazi oOrnek boyalarmm renk degisimleri ile ilgili sonuglar
gozlenmektedir. Ayrica ¢alismada kullanilan 12 kuyucuklu plate sablonu da Sekil

3.12°de verilmigtir. Gorsellerdeki  kuyucuklarin  konumlari bu sablona gore
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belirtilmistir. Gorseller Canon EOS Digital Rebel XT cihazi kullanilarak Sigma DC
18-200 mm mercek ile ¢ekilmistir.

Sekil 3.13: Asit Siyah boyasinin dekolorizasyon ¢aligmasi gérintleri. Plaka Gizerindeki

kuyucuklardan A1,A2 sadece enzimin bulundugu reaksiyon ortamidir (PSLCC2, asit siyah, tampon
¢ozelti); A3,A4 kuyucuklari sadece enzim i¢in hazirlanan reaksiyonun negative kontroliidiir (boya ve
tampon ¢dzelti); B1,B2 sadece enzim igin hazirlanan reaksiyonun blank kuyucuklaridir (PSLCC2 ve
tampon ¢ozelti); B3, B4 kuyucuklari lakkaz-ABTS sistemi reaksiyonu i¢in hazirlanmis soliisyonlar1
icermektedir (PSLcC2, ABTS, boya, tampon ¢ézelti); C1, C2 kuyucuklari lakkaz-ABTS sistemi icin
negatif kontroldiir (boya, ABTS ve tampon ¢ézelti) ; C3,C4 kuyucuklar1 PSLCC2ABTS sistemi igin
blank gozeltileridir (PSLcc2, ABTS ve tampon gozelti). A: Dekolorizasyon basladiktan 1 saat

sonraki gorintudir. B: Dekolorizasyon basladiktan 48 saat sonraki goriintiidiir.
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Sekil 3.14 Bazik Fuksin boyasinin dekolorizasyon galigmasi goruntileri. Plaka Gzerindeki

kuyucuklardan A1,A2 sadece enzimin bulundugu reaksiyon ortamidir (PsLcc2, Bazik Fuksin, tampon

¢ozelti); A3,A4 kuyucuklari sadece enzim i¢in hazirlanan reaksiyonun negative kontroliidiir (boya ve
tampon ¢ozelti); B1,B2 sadece enzim i¢in hazirlanan reaksiyonun blank kuyucuklaridir (PsLcc2 ve
tampon ¢ozelti); B3, B4 kuyucuklari lakkaz-ABTS sistemi reaksiyonu i¢in hazirlanmis soliisyonlari
icermektedir (PsLcc2 ABTS, boya, tampon ¢6zelti); C1, C2 kuyucuklar1 lakkaz-ABTS sistemi igin
negatif kontroldiir (boya, ABTS ve tampon ¢6zelti) ; C3,C4 kuyucuklart lakkaz-ABTS sistemi igin
blank ¢ozeltileridir PsLcc2, ABTS ve tampon ¢ozelti). A: Dekolorizasyon bagladiktan 1 saat sonraki
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gorintidiar. B: Dekolorizasyon bagladiktan 48 saat sonraki goriintidiir.

Sekil 3.15: Bismarck Kahverengi boyasinin dekolorizasyon ¢alismasi gorintuleri. Plaka Gzerindeki
kuyucuklardan A1,A2 sadece enzimin bulundugu reaksiyon ortamidir (PSLcc2, Bismarck
Kahverengi, tampon ¢ozelti); A3,A4 kuyucuklar: sadece enzim igin hazirlanan reaksiyonun negatif
kontroliidiir (boya ve tampon ¢dzelti); B1,B2 sadece enzim i¢in hazirlanan reaksiyonun blank
kuyucuklaridir (PSLCC2 ve tampon ¢ozelti); B3, B4 kuyucuklar1 lakkaz-ABTS sistemi reaksiyonu igin
hazirlanmus soliisyonlar1 igermektedir (PSLcC2, ABTS, boya, tampon ¢ozelti); C1, C2 kuyucuklar
lakkaz-ABTS sistemi i¢in negatif kontroldiir (boya, ABTS ve tampon ¢6zelti) ; C3,C4 kuyucuklar
lakkaz-ABTS sistemi icin blank ¢ozeltileridir (PsLcc2, ABTS ve tampon ¢ozelti). A: Dekolorizasyon

basladiktan 1 saat sonraki goriintiidiir. B: Dekolorizasyon bagladiktan 48 saat sonraki gorintiidiir.

S6z konusu 7 boya Uzerinde Rekombinant Lakkaz PsLcc2-ABTS sistemi
kullanilarak ve sadece PsLcc2 enzimi kullanilarak yapilan dekolorizasyon

calismalar1 sonucu elde edilen spektrofotometrik analiz sonuglari ve reaksiyonlar
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sonucu elde edilen gorseller goz Onilinde bulunduruldugu zaman, Rekombinant
Lakkaz PsLcc2 ve Rekombinant PsLcc2-ABTS sisteminin performansi hakkinda

oldukca aciklayici bilgiler agiga ¢ikmaktadir.

Dekolorizasyon yapilan boyalar i¢inde PsLcc2-ABTS sistemi géz 6nine alindigi
zaman en yuksek verim Asit Siyah boyasinda gozlenmistir. En diisiik verim ise
Bismarck Kahverengi boyasinda olusmustur. Bu iki boya ele alindiginda her iki
boyanin da azo boyalar sinifinda oldugu bilinmektedir. Bu durum PsLcc2-ABTS
sisteminin performansinin tamamen substrata 6zgii olarak degistigini, en azindan
triarilmetan ve azo boyalar arasinda boyalarin bulundugu smnifin bir Onemi

olmadigini géstermektedir.

Mediatorlii ve mediatorsiiz olarak kurulan reaksiyonlar dikkate alindigi zaman
denenen tum boyalar igin ABTS’nin, lakkazin verimini arttirmistir. Baz1 boyalarda
tek basina enzimin aktivitesi ¢ok diisiikk olmasina ragmen (Reaktif Siyah, Kristal
Viyoloe, Bazik Fuksin) ABTS varliginda dekolorizasyonun onemli dlglide arttigt
gozlenmistir. Bu durum da PsLcc2 enzimi igin mediatoriin enzim performansinin
yiikselmesinde olduk¢a Onemli bir etken oldugunu gdostermektedir. Ayrica
Rekombinant Lakkaz PsLcc2’nin tek basina aktivitesinin diisiik oldugu boyalar
degerlendirildigi zaman azo boyalar ve triarilmetan sinifi boyalar arasinda aktivite

bakimindan anlamli bir iligki bulunmamaktadir.

PsLcc2-ABTS sisteminin performansinana bakildiginda, Asit Siyah boyasinin %100
dekolorizasyon verimine ulagmistir. Gorsellere dikkat edildigi zaman renk
yogunlugunun en az oldugu boyanin da Asit Siyah oldugu gbze c¢arpmaktadir.
Boyalarin molekiiler agirliklart incelendigi zaman Asit siyahin molekiiler agirligmin
digerlerine kiyasla ortalama bir degerde oldugu tespit edilmektedir. Ancak boyanin
ozelliginden dolay: su igerisinde tamamen ¢6ziindiigli halde diger boyalara kiyasla
oldukca agik bir renk vermektedir. Spektrometrik Olgiimlerde de bu boyanin
absorbans degeri digerlerine gore oldukga diisiik ¢ikmistir. Bu veriler, PsLcc2-ABTS
sisteminin bu boyay1 olduk¢a kisa bir siirede (4. saat sonunda) %2100 verimle

parcalamasinin nedenlerinden biri olabilir.

Gorsel olarak dekolorizasyon goriintiileri incelendigi zaman PsLcc2-ABTS sistemi

ile yapilan ¢aligmalarda PsLcc2 ile ABTS’nin etkilesime girmesinden dolay1 yesil bir
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renk olustugu gozlenmektedir. Olusan bu yesil renk boyanin bulunmadigi blank
ortamlarinda 1.saat sonundaki goriintiilerde oldukca acik sekilde goriilmektedir.
Ilerleyen siire icerisinde gdzlenen renk once koyu yesile sonra daha da koyu bir
renge doniismiistiir. Bu donilisiim de 48.saat sonundaki gorsellerde goriilmektedir.
Verimli ¢alisan boyalarin goriintiisiine bakildigi zaman (Asit Siyah %100, Bazik
Fuksin  %84) PsLcc2-ABTS sisteminin  bulundugu kuyucuklar ile blank
soliisyonlarinin bulundugu kuyucuklar arasindaki renk benzerliginin oldukg¢a fazla
oldugu gorilmektedir. Yani dekolorizasyon reaksiyonu devam ettikgce boya
bulunmayan blank ortaminda bulunan renge benzer bir renk olusumu goézlenmistir.
Bu durum boyanin ortamdan uzaklastirildigini diisiindiigimiizde oldukca tutarli
gOzikmektedir. Ancak PsLcc2-ABTS sisteminin en kotii calistign boya olan
Bismarck Kahverengi Uzerindeki dekolorizasyon sonuglarina bakildigi zaman
PsLcc2-ABTS sisteminin  bulundugu kuyucuk ile blank sollisyonu bulunan
kuyucuklar arasindaki renk farki bariz sekilde goriilmektedir. Boya giderim yiizdesi
diisiik oldugu i¢in boyanin bulundugu B3 ve B4 kuyucuklarinda daha koyu bir renk
olustugu gbéze carpmaktadir. Ayrica enzimin tek basma nispeten daha verimli
calistigi boya olan Asit Siyah boyasmmin Al ve A2 kuyucuklarina bakildiginda
mediatorsiiz  ortamda da boyanin renginin PsLcc2  vasitasiyla  agildigi
gozlenmektedir. Ancak negatif oOrneklerde bir degisim gozikmemektedir.
Dekolorizasyon sonucu Rekombinnt Lakkaz PsLcc2-ABTS sisteminin olusturdugu
renkli soliisyon diisiiniildiigli zaman bazi uygulamalar i¢in bunun bir dezavantaj

olabilecegi gbze carpmaktadir.

Boya renk giderme caligsmalar1 sirasinda boyanin gegen siire igerisinde davranigini
g6zlemlemek, tampon c¢ozelti ve varsa mediator ile etkilesime girip girmedigini tespit
etmek i¢in enzim bulunmayan negatif kontroller olusturulmustur. Boya ve tampon
¢oOzelti olan kuyucuklarda gecen zaman igerisinde negative kontrollerde anlamli bir
absorbans farki tespit edilmemistir. Ancak Bismarck Kahverengi ve Bazik Fuksin
boyalarinin gorsellerinde de goziiktiigii gibi bazi boyalarin negatif kontrollerinde
mediatdrden kaynaklanan ¢okeltiler olugmustur. Bu soliisyonlarda anlamli bir
absorbans farki olugsa da PsLcc2-ABTS sisteminin bulundugu solusyonlar ile
kiyaslandiginda olduk¢a 6nemsiz ve sonuca etki etmeyecek bir fark oldugu tespit
edilmistir. Negatif kontrollerin sonuglarina bakildigi zaman da boyalar iizerindeki

dekolorizasyon olaymin PsLcc2 ve ABTS sayesinde olustugu ispatlanmaktadir.
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Yapilan bu ¢aligmalar dikkate alindigi zaman ilk 5 saat igerisinde yiiksek verim elde
edilen boyalarda, 48 saatin sonunda ilk 5 saatte nispeten diisiik verim elde edilen
boyalara kiyasla daha iyi sonuglar alindigr gbzlenmistir. Enzimlerin aktivitesinin
stabiliteye bagli oldugu ve enzimlerin stabilitesi azaldik¢a enzim aktivitesinde de
azalmalar olabilecegi bilinmektedir [91]. Bu nedenle, gegen zaman igerisinde
Recombinant Lakkaz PsLcc2’nin stabilitesindeki azalmalarin, verimine etkide

bulunmus olabilicegi diistiniilmektedir.
3.4.3 Dogal Mediatorler ile Kurulan LMS’nin Dekolorizasyon Performansi

Dekolorizasyon g¢alismalar1 kapsaminda Rekombinant Lakkaz PsLcc2-ABTS sistemi
disinda Rekombinant Lakkaz PsLcc2-sringaldehit ve Rekombinant Lakkaz PsLcc2-
p-Kumarik asit LMS’leri de kurulmustur. Sringaldehitin ve Kumarik Asitin dogal
mediatorler olmast ve ABTS gibi renkli {irlin olusturmamasi bu mediatdrlerin
denenmesindeki nedenlerdendir. Yapilan ¢alismalarda ABTS ¢alismalarindaki ayni
protokol izlenmis, yine negatif ve blank soliisyonlar1 hazirlanarak kontrollii bir

calisma yuriitiilmiistiir.

3.4.3.1 Rekombinant Lakkaz PsLcc2-Sringaldehit Sisteminin Dekolorizasyon

Performansi

PsLcc2-sringaldehit sistemi icin de ABTS de oldugu gibi yedi boya iizerinde
caligmalar yapilmistir. Bu ¢aligmalardan Kongo Kirmizisi pH 6.0 degerindeki
ortamda yapilirken diger boyalar pH 4.0 ortaminda yapilmistir. Dekolorizasyon
verimi spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiis ve boya renk giderimine ait reaksiyon
goriintiileri ¢ekilmistir. Asagidaki sekillerde 48 saat sonundaki dekolorizasyon verim
analizlerinin sonuglarmin yer aldigi grafik (Sekil 3.16) ve reaksiyon goruntileri
(Sekil 3.17) mevcuttur.

57



B Pslcc2+Sringaldehit

120

100
‘»
]
=

=1 80
>
c
o
>
(%]

_g 60
S
o
®

a 40

2

o

0 I I | I I I I

Asit Siyah  Reaktif Siyah Kristal Viyole Malast Yesili  Bismarck  Bazik Fuksin Kongo
Kahverengi Kirmizisi

Boya Cesitleri

Sekil 3.16: Rekombinant Lakkaz PsLcc2-Sringaldehit sistemi ile yapilan dekolorizasyon

calismasinin 7 Boya i¢in 48 saat sonundaki sonuglari

PsLcc2-Sringaldehit sistemi ile yapilan ¢alismanin spektrofotometrik analiz sonuglari
degerlendirildigi zaman Malasit Yesil, Kristal Viyole ve Bismarck Kahverengi
boyalarinda PsLcc2-ABTS sistemindeki sonuclara goére daha iyi bir performans elde
edildigi goriilmektedir. Malasit Yesili ABTS etkisi ile %91 dekolorizasyonu
ugramisken sringaldehit ile bu oran %97’ye ¢ikmustir. Kristal Viyolede %76.7
degerinden %81.2 seviyesine, Bismarck Kahverengide ise %27.1 dekolorizasyon
oranindan %46.2 oranina ¢ikilmistir. Bu boyalarin disinda kalan diger 4 boyada ise
dekolorizasyon yizdesinde azalmalar gorilmektedir. PsLcc2-ABTS sistemi ile %100
boya giderimi gerceklestirilen Asit Siyah boyasinda %46.1 oraninda bir
dekolorizasyon verimi elde edilmistir. Renk yogunlugunun diisiik olmasina ragmen
PsLcc2-Sringaldehit sistemi bu boya {izerinde verimli c¢aligmamistir. Kongo
Kirmizisinda %90.2 olan boya giderme verimi bu mediatorle %66.4’¢, Bazik
Fuksinde %83.4’den %72.5’¢ ve Reaktif Siyahta %93.2°den %76’ya diismiistiir.
Rekombinant Lakkaz PsLcc2-Sringaldehit sisteminde dekolorizasyon sonucu renkli
bir iiriin olusumu goézlenmedigi icin boya giderimi daha net gozlenebilmistir.

Bununla ilgili reaksiyon gorintiileri Sekil 3.17 lizerinde gosterilmistir.
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Sekil 3.17: Reaktif Siyah ve Malasit Yesili boyalarmin dekolorizasyon ¢aligmasi goriintiileri. Plaka
Uzerindeki kuyucuklardan A1,A2 Reaktif Siyah ve enzim-Sringaldehit sisteminin bulundugu
reaksiyon ortamudir (PsLcc2, reaktif siyah, malasit yesili, tampon ¢ozelti); A3,A4 kuyucuklar1
Reaktif Siyah, Sringaldehit ve tampon ¢ozelti iceren negatif kontroldir (boya, mediat6r ve tampon
¢ozelti); B1,B2 Malasit Yesili ve enzim-Sringaldehit sisteminin (PsLcc2, mediator, boya ve tampon
¢ozelti); B3, B4 kuyucuklar1 Malasit Yesili, mediator ve tampon ¢ozelti igeren negatif kontrol
soliisyonlarini icermektedir (boya, mediatdr, tampon ¢ozelti); C1, C2 kuyucuklari ise enzim,
sSringaldehit ve tampon ¢dzelti iceren blank soliisyonlaridir (PsLcc2, mediator ve tampon ¢ozelti). A:
Dekolorizasyon bagladiktan 1 saat sonraki gérunttdir. B: Dekolorizasyon bagladiktan 48 saat sonraki

gorintudur.

Plate gorseli incelendigi zaman Cl1 ve C2 kuyucuklarinda bulunan blank
sollisyonlarinin  PsLcc2-ABTS sisteminin aksine herhangi bir renk olusumu

gostermedigi tespit edilmektedir. A satirinda bulunan reaktif siyah boyasi incelendigi
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zaman negatif kontrolde herhangi bir renk degisimi gozlenmezken Rekombinant
Lakkaz PsLcc2-Sringaldehit sisteminin bulundugu Al ve A2 soliisyonlarinda %76
dekolorizasyon yuzdesinden kaynaklanan bir renk ac¢ilmasi gozlenmektedir. B
satirinda bulunan Malasit Yesili boyasi incelendiginde yine negatif kontrolde bir
renk degisimi gézlenmezken B1 ve B2 soliisyonlarinda %97°1ik bir dekolorizasyon
veriminden kaynaklanan bir renk degisimi gozlenmektedir ve neredeyse blank gibi
tamamen saydam hale doniistiigii tespit edilmektedir. ABTS’nin aksine diger
boyalarda da negatif kontrol i¢in hazirlanan hicbir soliisyonda ¢okelme olusumu

gozlenmemistir.

PsLcc2-ABTS ve PsLcc2-Sringaldehit sistemleri karsilagtirildigt zaman; farkl
boyalarda farkli verimler elde edildiginden dolay1 (bazilar1t ABTS ile verimli sonug
verirken bazilar1 Sringaldehit ile daha verimli sonuglar vermistir) boya ¢esidine gore
mediator kullaniminin gerekli oldugu sonucuna ulagilabilir. Yani PsLcc2 igin
kullanilan substrata gore olusturulacak LMS belirlenmelidir. Ayrica PsLcc2-ABTS
sisteminin renkli bir {irlin olusturmasi ama PsLcc2-Sringaldehit sisteminin renksiz
tiriinler olusturmasi da dikkat edilmesi gereken bir diger husustur. Kullanim alanina

ve amacina gore renksiz sollisyon olusumu tercih sebebi olabilecektir.

3.43.2 Rekombinant Lakkaz PsLcc2-p-Kumarik  Asit  Sisteminin

Dekolorizasyon Performansi

ABTS ve Sringaldehit ile yapilan dekolorizasyon ¢aligmalarinin ardindan {igiincii bir
mediator olarak Sringaldehit gibi yaygin kullanilan ve dogal bir mediator olan p-
Kumarik asit ile boya giderme c¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Daha 6nce yapilan
dekolorizasyon ¢alismalari ile ayn1 protokol uygulanarak yedi boya iizerinde renk
giderme c¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Spektrofotometrik OSlgiimler ile yapilan
dekolorizasyon analizi sonuglari ile reaksiyon gorselleri asagidaki sekillerde (Sekil

3.18 ve Sekil 3.19) sunulmustur.
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Sekil 3.18: Rekombinant Lakkaz PsLcc2-p-Kumarik Asit sistemi ile yapilan dekoorizasyon

calismasinin 7 boya igin 48 saat sonundaki sonuglari

p-Kumarik Asit ile yapilan dekolorizasyon g¢alismasinin sonuglar1 degerlendirildigi
zaman en yiiksek dekolorizasyon oranina Kristal Viyole boyasiyla ulasildigi
gozlenmektedir (%64.8). Bu oran ABTS ile ulasilan maksimum verim olan %100
dekolorizasyon orani ve Sringaldehit ile ulagilan maksimum oran olan %97 degerleri
diistiniildiigi zaman olduk¢a diisiik kalmaktadir. Ayrica Rekombinant Lakkaz
PsLcc2-ABTS sisteminde 7 boyanin 6 tanesi ve PsLcc2-Sringaldehit sisteminde 7
boyadan 5 tanesi %50’den fazla dekolorizasyona ugrarken PsLcc2-p-Kumarik Asit
ile yapilan bu calismada sadece 1 boya %50’den fazla dekolorizasyona ugramistir.
Bu veriler 1s18inda PsLcc2-p-Kumarik asit sisteminin {i¢ mediatdr arasindaki séz

konusu 7 boya i¢in en verimsiz sistem oldugu tespit edilmistir.

7 boya tlizerindeki sonuglara bakildiginda en verimsiz mediator p-Kumarik Asit
olarak goziikse de Bismarck Kahverengi boyasi ele alindigi zaman %48.8 orani ile en
yuksek dekolorizasyon veriminin p-Kumarik Asit mediatorii ile saglandigi
goriilmektedir. Bunun disinda asit siyah i¢in de p-Kumarik Asit mediatérinin

Sringaldehite goére daha fazla boya renk giderimi saglandigi goriilmektedir.
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PsLcc2-ABTS ve PsLcc2-Sringaldehit sistemlerinin oldukca verimli ¢alistigi ve 48
saat sonunda iki systemin de %90’1n ilizerinde dekolorizasyon basaris1 sagladigt bir
boya olan Malasit Yesili i¢in p-Kumarik Asit olduk¢a yetersiz kalmistir ve 7 boya

icerisindeki en diisiik dekolorizasyon verimi Malasit Yesilinde gozlenmistir.

p-Kumarik Asit sisteminin ortaya koydugu sonuglar da mediatér kullaniminin
substrat ¢esidine gore spesifik olarak belirlenmesi gerektigini gostermistir. Sekil 3.19
tzerinde en verimli dekolorizasyon g6zlenen boya olan Kristal Viyole ve en verimsiz
dekolorizasyon gozlenen boya olan Malasit Yesili boyalarinin reaksiyon goruntileri

verilmigtir.

Sekil 3.19: Kristal Viyole ve Malasit Yesili boyalarinin dekolorizasyon ¢alismasi
goruntdleri. Plaka Uzerindeki kuyucuklardan A1,A2 Kristal Viyole ve enzim-p-Kumarik Asit
sisteminin bulundugu reaksiyon ortamidir (PsLcc2, Kristal Viyole, Malasit Yesili, tampon
¢ozelti); A3,A4 kuyucuklar1 Kristal Viyole, p-Kumarik Asit ve tampon ¢ozelti iceren negatif
kontroldiir (boya, mediator ve tampon ¢ozelti); B1,B2 Malasit Yesili ve enzim-p-Kumarik
Asit sisteminin (enzim, mediator, boya ve tampon ¢dzelti); B3, B4 kuyucuklar1 Malasit

Yesili, mediator ve tampon ¢6zelti iceren negatif kontrol soliisyonlarini icermektedir (boya,
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mediator, tampon ¢ozelti); C1, C2 kuyucuklari ise enzim, p-Kumarik Asit ve tampon ¢ozelti
iceren blank soliisyonlaridir (enzim, mediator ve tampon ¢6zelti). A: Dekolorizasyon
basladiktan 1 saat sonraki goriintiidiir. B: Dekolorizasyon basladiktan 48 saat sonraki

goruntadar.

Sekil 3.19 incelendigi zaman Al ve A2 kuyucuklarinda bulunan Pslcc2-p-kumarik
asit sisteminin kristal viyole iizerindeki dekolorizasyon verimi acik sekilde
gorilmektedir. A3 ve A4 kuyucuklarindaki negatif kontrol iizerinde herhangi bir
renk degisimi gozlenmezken Al ve A2 kuyularindaki soliisyonlarin renklerinde
acilma oldugu gozlenmektedir. B sirasindaki malasit yesili boyasi incelendiginde ise
herhangi bir renk degisimi olusmadig: acik sekilde goziikmektedir. %7.1 oraninda
Olciilen dekolorizasyon yiizdesinin malasit yesili lizerinde renk degisimi olusturmaya
yeterli olmadig1 goriilmektedir. Bu ¢alismada kullanilan p-kumarik asit mediatori de
sringaldehit gibi Pslcc2 ile olusturdugu etkilesim sonucu renksiz bir soliisyon
olusturmaktadir. Bu agidan ABTS’ye gore avantajli gibi goriinse de kristal viyole

disinda verimli ¢alistig1 boya tespit edilememistir.

3.4.3.3 Dekolorizasyon Calismalarinin Kendi Aralarinda Kiyaslanmasi

Dekolorizasyonun gerceklestigi reaksiyon ortamlar1 diigiiniildiigiinde sadece enzimin
kullanildigi ve enzim ile beraber mediatér olarak da 3 farkli mediatoriin (ABTS,
Sringaldehit, p-Kumarik asit) kullanildigi toplam 4 farkli reaksiyon ortami
olusturulmustur. Mediatorler, enzimin dekolorizasyon verimini ciddi 6l¢iide arttirsa

da her boya c¢esidi i¢in gosterdikleri etki farkli olmustur.

Asit Siyahi boyasi icin lakkaz enzimi tek basina 48 saatlik reaksiyon sonunda %25.7
oraninda dekolorizasyon verimi saglarken ABTS mediatorii ile %100’lik bir verim
saglanmigtir. Sringaldehit kullanilarak dekolorizasyon verimi %41.1, p-Kumarik
asitle ise %32.3 olarak belirlenmistir. Buna gore ABTS ile 3.89 kat, Sringaldehit ile
1.6 kat ve p-Kumarik asit ile 1.26 kat dekolorizasyon veriminde artis saglandigi

gozlenmistir.

Reaktif Siyah boyasinda PsLcc2 tek basina %5.1 dekolorizasyon performansi
gosterirken bu oran ABTS mediatori ile %94.5’¢, Sringaldehit mediatérii ile %76’ ya
ve p-Kumarik asit mediatorii ile %11.2°ye yiikselmistir. Bu sonuglar incelendiginde
ABTS ile 185 kat, Sringaldehit ile 14.9 kat ve p-Kumarik asit ile 2.2 kat

dekolorizasyon yiizdelerinde artis oldugu gozlenmistir.
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Kristal Viyole boyasi igin PsLcc2 mediatorsiiz ortamda %6.7 renk giderimi saglarken
ABTS mediatorii ile birlikte %78.6 oraninda, Sringaldehit ile birlikte %81 oraninda
ve p-Kumarik asit ile birlikte %64.6 dekolorizasyon saglamistir. Bu sonuglara gore
ABTS ile 11.7 kat, Sringaldehit ile 12.1 kat ve p-Kumarik asit ile 9.6 kat

dekolorizasyon veriminde artis saglandigi gozlenmektedir.

Malasit Yesili ele alindiginda ise tek basina PsLcc2 %42.3 oraninda dekolorizasyon
saglarken ABTS mediatorii ile birlikte %93.7 oraninda renk giderimi saglanmistir.
Bu oran sringaldehit ile birlikte %97 olarak kumarik asit ile birlikte %7.1 olarak
Olciilmiistiir. Buna gore ABTS mediatorii 2.2 kat, sringaldehit mediatéri 2.3 kat
artisa sebep olmustur. Kumarik asit ise 6 kat (0.17 kat artig) dekolorizasyon

veriminde azaligsa sebep olmustur.

Bismarck Kahverengi icin Pslcc2 tek basina %12 oraninda bir dekolorizasyon
saglarken ABTS mediatorii ile birlikte %28.4, Sringaldehit ile birlikte 46.2, p-
Kumarik asit ile %48.8 oranlarinda bir renk giderimi performansi gostermistir. Bu
degerlere gore ABTS kullanildiginda 2.4 kat, Sringaldehit kullanildiginda 3.85 kat ve

p-Kumarik asit kullanildiginda ise 4.1 kat renk giderme veriminde artis saglanmistir.

PsLcc2 tek basmma kullanildiginda Bazik Fuksin boyasi {izerinde %3.2 oraninda
dekolorizasyon saglarken ABTS mediatorii ile birlikte %84, Sringaldehit ile %72.5
oraninda ve p-Kumarik asit ile %14.4 verim saglanmistir. Buna gére ABTS ile 26
kat, Sringaldehit ile 22.6 kat ve p-Kumarik asit ile 4.5 kat dekolorizasyon veriminde

art1s saglandig1 gézlenmektedir.

Kongo Kirmizisi i¢in tek basma PsLcc2 dekolorizasyon verimi %3.5 olarak
Ol¢iilirken ABTS mediatori ile birlikte bu oran %90.2°ye yiikselmistir. Sringaldehit
ile %66.4 oraninda, p-Kumarik asitle ise %30.5 oraninda renk giderimi saglanmistir.
Bu oranlar g6z 6niinde bulunduruldugunda ABTS 25.7 kat, Sringaldehit 19 kat ve p-
Kumarik asit 8.7 kat dekolorizasyon veriminde artisa sebep olmustur. Bu sonuglar
incelendigi zaman mediatoriin her boya iizerinde farkli etkilere neden oldugu
anlasilmaklade birlikte Cizelge 3.1°de  goriilecegi gibi mediatdr kullanimi, PsLec2

dekolorizasyon performansini bir hayli artirmistir.
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Cizelge 3.1: Mediator bulunan reaksiyon ortamlarinin sadece enzim bulunan

reaksiyonlara gore dekolorizasyon artis oranlari

Dekolorizasyon Yiizdelerindeki Artis
Bove ABTS Sringaldehit  Kumarik Asit

Asit Siyahi 3.89 kat 1.6 kat 1.26 kat
Reaktif Siyah 18.5 kat 14.9 kat 2.2 kat
Kristal Viyole 11.7 kat 12.1 kat 9.6 kat
Malasit Yesili 2.2 kat 2.3 kat 0.17 kat
Kz'ﬁ\%";‘;zl 2.4 kat 3.85 kat 4.1 kat
Bazik Fuksin 26 kat 22.6 kat 4.5 kat
Kongo Kirmizisi 25.7 kat 19 kat 8.7 kat

Dekolorizasyon verimleri kendi aralarinda kiyaslandig1 zaman yiizde olarak en fazla
artisin Bismarck kahverengi boyasinda ABTS mediatorii kullanilarak elde edildigi
goriilmektedir. En az artis ise Asit Siyah boyasinda p-Kumarik asit mediatori ile elde
edilmistir. Bunun yaninda p-Kumarik Asit, Malasit Yesili lizerinde renk giderimi
verimini azaltici bir etki gdstermistir. Sadece enzimin gosterdigi dekolorizasyon
performansi dikkate alindiginda p-Kumarik asit %83.2 oraninda bir azalmaya sebep
olmustur. Bunun haricinde diger biitiin reaksiyonlarda her mediator dekolorizasyon

yiizdesinde artisa sebep olmustur.

3.5 Dekolorizasyon Cozeltilerinin Ames Testi ile Mutajenite ve Toksisitelerinin

Belirlenmesi

Boyalar iizerindeki dekolorizasyon c¢alismalari tamamlandiktan sonra bu boyalarin
mutajenik ozelliklerinde nasil degisimler olustugunu belirlemek amaciyla Ames
Testi testi uygulanmistir. Bu ¢alisma kapsaminda boya iizerinde degisim olmayan
negatif kontrolde bulunan solisyonlardan ve PsLcc2-ABTS sistemi tarafindan

dekolorizasyona ugrayan soliisyonlardan 6rnekler alinarak karsilastirma yapilmistir.
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Mutajenite testinde Ozel olarak gelistirilmis histidin oksotrofisine sahip mutant sus
olan ATCC 29631 (TA 1538) olarak kodlanmis hiicreler kullanilmistir. Bu hiicrelerin
sahip oldugu Rfa mutasyonundan dolayr normalde hiicre igine girmeyecek
blyuklikteki Kristal Viyole gibi molekiller, hiicre duvarindaki lipopolisakkarit
tabakanin eksilmesinden dolay: hiicre i¢ine girebilmektedir. Eger hiicre i¢ine giren
madde mutajen bir etkiye sahipse hiicrede mutasyon olusmasina sebep olarak histidin
oksotrofisinin ortadan kalkmasmma sebep olmaktadir. Bu o6zelligin test edilmesi
amaciyla 1 mg/mL konsantrasyonundaki Kristal Viyole boyas1 kullanilmistir. Bunun
yaninda mutajen olmayan bir madde olarak steril distile su kullanilmistir. Ayrica TA
1538 i¢in mutajen oldugu bilinen 4- Nitro-o-Fenilendiamine (4-NPD) pozitif mutajen
madde olarak kullanilmigtir. Bu mutant hiicreler histidine iiretme yeteneklerini, sahip
olduklar1t mutasyondan dolay1 kaybettikleri i¢cin ortamda mutajen madde varliginda
bu ozelligi geri kazanma olasiliklarinda bir artis olmaktadir. Yani mutajen madde

etrafinda histidine tiretebilen hiicrelerde artis olusmaktadir.

Test sirasinda kontrol olarak kullanilan petri kabina toksik madde olarak Kiristal
Viyole, mutajen madde olarak 4-NPD, zararsiz madde olarak su konulmustur. Bunun
yaninda, dekolorizasyon sonucu elde edilen negatif kontrollerdeki boyalar ve
PsLcc2ile reaksiyona giren ortamdan alinan 6rnek soliisyonlar baska petri kaplarinda
kullanilmistir. Bu 6rnekler Whatman disklerine emdirilerek hiicre bulunan besiyerine

konulmuslardir.

Yapilan mutajenite/toksisite testi sonucunda toksik madde olarak kullanilan Kristal
Viyole etrafinda hiicrelerin biiylimedigi bir zon olusumu goézlenmistir. Bu durum
ortama konulan boyalarin hiicre i¢ine girerek genetik mutasyonlar olusturabilecegini

gostermistir.

Kontol olarak kullanilan petri kabinda pozitif mutajen madde olan 4-NPD etrafinda
yiiksek miktarda koloni olusumu gozlenirken negatif kontrol olarak kullanilan distile
su etrafinda spontan koloniler disinda koloni miktarinda anlamli bir artis olmadigi

gbzlenmistir (Sekil 3.20).

PsLcc2 ile muamele edilmis boyalar incelendiginde dekolorizasyon sonucu olusan
soliisyonlarin etrafinda da spontan koloniler disinda koloni olusumu gézlenmemistir

(Sekil 3.21 — 3.22). Bu sonu¢ g6z onilinde bulunduruldugunda bu soliisyonlarin
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distile su gibi davrandigi ve herhangi bir mutajen etki gdstermedikleri belirlenmistir.
Sonug olarak PsLcc? ile gergeklestirilen dekolorizasyon ¢aligmalari sonucunda renk
giderimi saglanirken mutajen ozellik gosteren bir yan {irlin olusumu meydana

gelmemektedir.

Buna ek olarak enzim ile muamele edilmeyen boyalardan Kongo Kirmizist digindaki
boyalarin etrafinda da koloni artig1 gozlenmemistir (Sekil 3.21 — 3.22). Bu sonug
degerlendirildiginde Kongo Kirmizist disindaki boyalarin da mutajenik bir etki
gostermedigi belirlenmistir. Ancak Kongo Kirmiz1 etrafinda belirgin sekilde koloni
miktarinda artig gézlenmistir (Sekil 3.22). Bu durum g6z 6niinde bulunduruldugunda
normalde mutajenik bir etkiye sahip olan Kongo kirmizisi boyasmin PsLcc2ile
muamelesi sonucunda mutajenik aktivitesini kaybettigi zararsiz bir {irline dontistiigi

gOriilmiistiir.

Sekil 3.20: Distile Su, 4-NPD ve Kristal Viyole soliisyonlart bulunan Ames testi kontrol petri kab1
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Sekil 3.21: PslLcc2ile muamele edilmis ve muamele edilmemis boya solusyonlarinin

bulundugu Ames testi petri kaplar1
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Sekil 3.21: PsLcc? ile muamele edilmis ve muamele edilmemis boya solusyonlarinin bulundugu
petriler (bazik fuksin, Bismarck kahverengi ve Kongo kimizisi)
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4. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu ¢alismada Pycnoporus sanguineus kaynakli Rekombinant Lakkaz PsLcc2
enziminin boya renk giderim kapasitesi belirlenmistir. Bu amagla PsLcc2 enziminin
P. pastoris’de heterolok tiretimi gergeklestirilmis ve sonrasinda yedi farkli tekstil
boyasi lizerindeki etkisi incelenmistir. Bu kapsamda iiretilen Rekombinant Lakkaz
PsLcc2 enzimi ile birlikte biri sentetik (ABTS) ikisi dogal (Sringaldehit ve p-
Kumarik Asit) olmak tizere ti¢ farkli mediator kullanilarak lakkaz-mediator sistemi

olusturulmustur.

Yapilan boya giderme calismalar1 sonucunda s6z konusu 7 boya icin kullanilan
mediatorlerin PsLcc2 enziminin aktivitesini ve boya giderme verimini 6nemli 6lglide
arttirdig1 tespit edilmistir. Kullanilan boyalar iki farkli boya sinifina dahil olsalar da
boyalarin dahil olduklar1 gruplarin boya giderme iizerinde bir etkisi olmadigi,
dekolorizasyon veriminin tamamen substrat Ozelinde degiskenlik gosterdigi
gozlenmistir. Bunun yaninda her mediatoriin etkisi substrat olarak kullanilan boya
cesidine gore oldukca degiskenlik gostermistir. 48 saat siiresince uygulanan
dekolorizasyon galismasi sonucunda PsLcc2-ABTS sistemi ile maksimum verim Asit
Siyah boyasinda %100 boya giderme orani olarak ol¢iilmiistiir. PsLcc2-Sringaldehit
sisteminin en verimli ¢alistigi boya Malasit Yesili olumustur ve dekolorizasyon
ylizdesi %97 olarak tespit edilmistir. PsLcc2-p-Kumarik Asit sisteminde ise en fazla
boya giderimi gdzlenen boya %64.6 oraniyla Kristal Viyole olmustur. Ug LMS kendi
igerisinde karsilastirildigi zaman genel olarak p-Kumarik Asit mediatoriiniin diger iki
mediatore gore daha verimsiz kaldigi gozlenmistir. Ayrica PsLcc2-ABTS sisteminin
dekolorizasyon sonucu olusturdugu renkli soliisyon da bu sistemin bazi uygulamalar

icin bir dezavantaja sahip olabilecegini gostermistir.

Mediatorlii ve mediatorsiiz rekasiyonlardaki renk giderimi verimindeki artig
miktarlar1 géz oniinde bulunduruldugunda ise ABTS mediatorii ile Bazik Fuksin ve
Kongo Kirmizis1 boyalarinda en fazla artisin saglandigr gozlenmektedir.

Mediatorsiiz ortamda Bazik Fuksin boyast %3.2 oraninda dekolorizasyona ugrarken

ABTS ile 26 kat dekolorizasyon veriminde artis olusmus ve bu oran %84’e ¢ikmistir.
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Kongo Kirmizisi ise mediatorsiiz ortamda %3.5 oraninda dekolorizasyona ugrarken
ABTS ile 25.7 kat artig saglanarak dekolorizasyon verimi %90.3’e yiikselmistir.
Bunun yaninda Malasit Yesili tlizerinde p-Kumarik Asitin mediatér olarak
kullanildig1 reaksiyondaki i dekolorizasyon yiizdesinde mediatorsiiz ortama gore
azalma oldugu gozlenmistir. Sadece PsLcc2kullanilarak %42.3  oraninda
dekolorizasyon saglanirken p-Kumarik Asit ile yaklasik 6 kat azalma olmus ve bu

oran %7.1’e diismuistar.

Dekolorizasyon c¢alismalarinin ardindan boyalarin mutajenite analizleri yapilarak
mutajenik ozelliklerinin yok edilip edilemedigi ve/veya dekolorizasyon sonucu
mutajenik yan drlinlerin olsup olusmadigi incelenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
Ozel gelistirilmis TA 1538 susu kullanilmistir. Yapilan Ames testi calismalari
sonucunda dekolorizasyona ugrayan boyalarin sahip olduklart mutajenik etkinin
ortadan kalktig1 tespit edilmistir. Bunun yaninda PsLcc2 ile yapilan dekolorizasyon

sonucunda mutajen yan uriinlerin olusmadigi belirlenmistir.

Tiim bu ¢alisma sonuglari, hem sagladigi yiiksek boya renk giderim verimi ile hem
de mutajenik etki gdsteren yapilarin ortamdan uzaklastirma kapasitesi ile,
Rekombinant Lakkaz PsLcc2 tekstil atik sularmin temizlenmesinde giivenle
kullanilabilecek umut vaat eden potansiyel bir lakkaz oldugunu ortaya ¢ikarmstir.
Ilerleyen donemlerde, Rekombinant Lakkaz PsLcc2’nin diger potansiyel endiistriyel
uygulama alanlarimin  belirlenmesine  yonelik c¢aligmalarin  gergeklestirilmesi
diistinilmektedir. Bu amagla, farkli substratlar {izerinde denemeler yapilip farkli
lakkaz-mediator sistemleri olusturulacaktir. Ayrica 48 saat siirecinde enzim
stabilitesinin ve aktivitesinin etkilenmis olabilecegi disiiniildiigiinde enzim
immobilizasyonu gibi enzim aktivitesini korumaya yonelik metotlar uygulanarak da

yapilan calismanin kapsaminin genisletilebilecegi 6nerilmektedir.
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EK E.1: Besiyeri Icerikleri ve Hazirlanist

2xYT Besiyeri (1000mL)

Tripton 16 g

Maya Ekstresi 10 g

NaCl5g

Agar 159

Distile Su (toplam hacim 1000 mL olana kadar)
15 dk 121 C° otoklav yapilarak hazirlandi.

Maya Ekstresi, Pepton, Dekstroz Besiyeri (YPD) (1000 mL)

Maya Ekstresi 1 %

Pepton 2 %

Dekstroz (D-glukoz) 2 %

10 g maya ekstresi ve 20 g pepton 900 mL su igerisinde ¢oziindikten sonra 15 dk
121 C%»de otoklav yapilir. Ardindan 100 mL filtre sterilizasyonu yapilmis %20’lik
dekstroz ¢ozeltisi ilave edilir.

Zeocine ilaveli Maya Ekstresi, Pepton, Dekstroz, Sorbitol Besiyeri (YPDS) (1000
mL)

Maya Ekstresi 1 %

Pepton 2 %

Dekstroz (D-glukoz) 2 %

Sorbitol 1 M

Zeocin™ 100 pg/ml

10 g maya ekstresi, 20 g pepton ve 182.2 g sorbitol, 900 mL su igerisinde
¢oziindiikten sonra kat1 besiyeri olusturmak igin 20 g agar eklenir ve 15 dk 121 C”de
otoklav yapilir. Ardindan 100 mL filtre sterilizasyonu yapilmis %20°’lik dekstroz
cozeltisi ilave edilir ve 1.0 mL 100 mg/mL Zeocine eklenir.

Minimal Dekstroz Besiyeri (1000 mL)

YNB (yeast nitrogen base) 1.34 %

Biyotin 4 x 10-5 %

Dekstroz 2 %

13.4 g YNB 900 mL su icerisinde ¢oziindiikten sonra 15 g agar eklenir ve 15 dk 121
C%de otoklav yapilir. Ardindan 100 mL filtre sterilizasyonu yapilmis %20’lik
dekstroz ¢ozeltisi ve 2 mL filtre sterilizasyonu yapilmis 500x biyotin ilave edilir.

Minimal Metanol Besiyeri (1000 mL)

YNB (yeast nitrogen base) 1.34 %

Biyotin 4 x 10-5 %

Metanol 0.5 %

13.4 g YNB 993 mL su icerisinde ¢ézlindiikten sonra 15 g agar eklenir ve 15 dk 121
C% de otoklav yapilir. Ardindan 5 mL filtre sterilizasyonu yapilmis metanol ve 2 mL
filtre sterilizasyonu yapilmis 500x biyotin ilave edilir.

Tamponlanmis Kompleks Gliserol Besiyeri, BMGY (1000 mL)

YNB (yeast nitrogen base) 1.34 %
Maya Ekstresi 1 %
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Pepton 2 %

100 mM potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi, pH 6.0

Biyotin 4 x 10° %

Glycerol 1 %

10 g maya ekstresi, 20 g pepton, 13.4 g YNB 890 mL distile su icerisinde
coziindiikten sonra 15 dk 121 C%de otoklav yapilir. Ardindan steril 1 M, pH=6.0
potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi, 2 mL filtre sterilizasyonu yapilmis 500x biyotin ve
10 mL gliserol ilave edilir.

Tamponlanmis Kompleks Metanol Besiyeri, BMMY (1000 mL)

YNB (yeast nitrogen base) 1.34 %

Maya Ekstresi 1 %

Pepton 2 %

100 mM potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi, pH 6.0

Biyotin 4 x 10° %

Metanol 0.5 %

Alanin 0.3 %

2mM CuSOq

10 g maya ekstresi, 20 g pepton, 13.4 g YNB 890 mL distile su igerisinde
coziindiikten sonra 15 dk 121 C%de otoklav yapilir. Ardindan steril 1 M, pH=6.0
potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi, 2 mL filtre sterilizasyonu yapilmis 500x biyotin ve
5 mL metanol ilave edilir.

Ust Agar (Top Agar) (100 mL)

Agar 0.6 g

NaCl0.5¢g

0.6 agar ve NaCl 0.5 g 100 mL distile su icerisine ilave edildikten sonra 15 dk 121
C% de otoklav yapulir.

Minimal Glukoz Agar, MGA plaklari (1000 mL)

Agar 15¢

50 x VB tuz ¢ozeltisi 20 mL

Glukoz ¢ozeltisi (% 20’lik) 100 mL

15 g agar ve 20 mL 50x VB tuz ¢dzeltisi 880 mL su icerisine ilave edilir ve 15 dk
121 C%de otoklav yapilir. Ardindan %20’lik steril glukoz ¢ézeltisi ilave edilir.

Histidin/Biyotin Agar (HB Agar) (1000 mL)

Agar15¢g

50 x VB tuzlar1 20 ml

% 20’1ik glukoz ¢ozeltisi 100 ml

Steril histidin HCI H20 (% 0.5) 10 ml

Steril 0.5 mM Biyotin 6 ml

15 g agar 864 mL distile su icerisine ilave edildikten sonra 50x VB tuzundan 20 mL
eklenir ve 15 dk 121 C%de otoklav yapilir. Ardindan 100 mL steril 20%’lik glukoz
¢ozeltisi, steril 10 mL 0.5%’lik histidin ¢ozeltisi ve steril 6 mL 0.5 mM biyotin
cozeltisi ilave edilir.

Nutrient broth (1000 mL)

Nutrient Broth 25 g
Distile su 1000 mL
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25 g Nutrient Broth 100 mL distile su icerisine eklendikten sonra 15 dk 121 C%de
otoklav yapilir.

Nutrient Agar (1000 mL)

Nutrient Broth 25 g

Agar 159

Distile su 1000 mL

25 g Nutrient Broth ve 15 g agar 100 mL distile su icerisine eklendikten sonra 15 dk
121 C%»de otoklav yapulir.
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EK E.2: Tampon Cozeltiler ve Soltisyonlar

1 M Potasyum Fosfat Tampon Cozeltisi, pH 6.0:
132 ml 1 M KoHPO4 ve 868 ml 1 M KH2PO4 ¢ozeltileri karistirilir ve pH = 6.0 £ 0.1
oldugu kontrol edilir. Ardindan 15 dk 121 C®de otoklav yapilir.

100 mM Sitrat Tampon Cozeltisi, pH 3.0 (1000 ml):

820 ml 0.1M sitrik asit mono-hidrat ve 180 ml 0.1M trisodyum sitrat di-hidrat
¢ozeltileri karistirilir ve pH = 3.0 £ 0.1 oldugu kontrol edilir. Ardindan 15 dk 121
C%de otoklav yapulir.

100 mM Sitrat Tampon Cozeltisi, pH 4.0 (1000 ml):

590 ml 0.1M sitrik asit mono-hidrat ve 410 ml 0.1M trisodyum sitrat di-hidrat
cozeltileri karistirilir ve pH = 4.0 £ 0.1 oldugu kontrol edilir. Ardindan 15 dk 121
C%de otoklav yapilir.

100 mM Sitrat Tampon Cozeltisi, pH 6.0 (1000 ml):

115 ml 0.1M sitrik asit mono-hidrat ve 885 ml 0.1M trisodyum sitrat di-hidrat
¢ozeltileri karistirilir ve pH = 6.0 = 0.1 oldugu kontrol edilir. Ardindan 15 dk 121
C%de otoklav yapulir.

Vogel-Bonner Minimal Medium Tuzlari, 50x VB (1000 ml)

Magnezyum siilfat ( MgS04.7H20) 10 g

Sitrik asit monohidrat 100 g

Potasyum fosfat, dibazik (susuz) (K2HPO4) 500 g

Sodyum amonyum fosfat (NaHNH4(PO4. 4H20)) 175 g

Belirtilen miktarlardaki maddeler 1000 mL distile suda ¢6zundlkten sonra 15 dk 121
C%de otoklav yapilir. Otoklav yapilmadan 6nce maddelerin ¢oziinmiis olduguna
dikkat edilmelidir.

0.5 mM Histidin / Biyotin Cozeltisi:

D- biyotin (F.W. 247.3') 30.9 mg

L-Histidin-HCI (F. W. 191.7 ) 24.0 mg

Distile su 250 ml

30.9 mg biyotin sicak distile suda ¢oziindiikten sonra 24.0 mg histidine ilave edilir.
0.22 um filtre kullanilarak ¢ozelti steril hale getirilir.

Kristal viyole ¢ozeltisi (% 0.1 lik)
0.1 g kristal viyolo 100 mL distile su igerisinde ¢oziinerek hazirlanir.

4- Nitro-o-Fenilendiamine (NPD) cozeltisi
0.02 g NPD 10 mL DMSO igerisinde ¢oziinerek hazirlanir ve filtre ile steril hale
getirilir.

Sodyum Azid Cozeltisi

0.01g Sodyum Azid, 10 mL distile su igerisinde ¢oziinerek hazirlanir ve filtre ile
steril hale getirilir.
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Reaktif Siyah (reactive black 5) Boyasi

Reaktif Siyah 5 mg

Distile Su 10 mL

5 mg boya 10 mL distile su igerisinde ¢ozlinerek hazirlanir.

Asit Siyah (acid black 194) Boyasi

Asit Siyah 5 mg

Distile Su 10 mL

5 mg boya 10 mL distile su igerisinde ¢oziinerek hazirlanir.

Malasit Yesili (malachite green, basic green 4) Boyasi
Malasit Yesili 5 mg

Distile Su 10 mL

5 mg boya 10 mL distile su icerisinde ¢oziinerek hazirlanir.

Kristal Viyole (crystal violet, basic violet 3) Boyasi
Kristal Viyole 5 mg

Distile Su 10 mL

5 mg boya 10 mL distile su igerisinde ¢oziinerek hazirlanir.

Kongo Kirmzis1 (Congo red, direct red 28) Boyasi
Kongo Kirmizisi 5 mg

Distile Su 10 mL

5 mg boya 10 mL distile su igerisinde ¢oziinerek hazirlanir.

Bismarck Kahverengi (Bismarck brown, basic brown 1) Boyasi
Bismarck Kahverengi 5 mg
Distile Su 10 mL

5 mg boya 10 mL distile su icerisinde ¢oziinerek hazirlanir.

Bazik Fuksin (basic fuchsin, basic violet 14) Boyasi
Bazik Fuksin 5 mg

Distile Su 10 mL

5 mg boya 10 mL distile su igerisinde ¢oziinerek hazirlanir.
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EK E.3: Kimyasallar ve Enzimler

Kimyasallar

ABTS

Asetik Asit

Asit Siyah

Agar

Amonyum Sulfat

Bakar Siilfat pentahidrat
Bazik Fuksin

Bismarck Kahverengi
D-biyotin

Dekstroz

di Potasyum hidrojen

Di- Potasyum hidrojen fosfat
Disodyum hidrojen fosfat
Ferulik asit

Gliserol

Glisin

Hidroklorik Asit

Kongo Kirmizisi

Kristal Viyole

L- alanin

Malasit Yesili

Metanol

Peptone

Potasyum di hidrojen fosfat
Reaktif Siyah

Sodyum Asetat

Sodyum azid

Sodyum klorit (NaCl)
Sodyum dihidrojen fosfat
Sodyum dodesil stlfat
Sodyum hidrojen fosfat
Sodyum hidroksit
Sorbitol

Tris aminometan

Tripton

Maya Ekstresi

YNB Yeast nitrogen base
Zeocin

Enzimler
Pmel Endontkleaz Enzimi

87

Tedarikgi

Sigma-Aldrich (Germany)
Merck (Germany)

Setas Kim. San. A.S (Tiirkiye)
Sigma

Riedel-deHaen (Germany)
Merck

Sigma&Aldrich
Sigma&Aldrich

Fluka

Riedel-de Haén

Riedel-de Haén

Merck

Riedel-de Haen
Sigma-Aldrich

Fluka

Merck

Merck

Sigma&Aldrich

Setas Kim. San. A.S (Tiirkiye)
Merck

Setas Kim. San. A.S (Tiirkiye)
Riedel-deHaen

Bio-Chemika

Riedel-de Haén, Fluka

Setas Kim. San. A.S (Tiirkiye)
J.T.Baker (USA).

Merck

Riedel-de Haén

Riedel-de Haen
Sigma-Aldrich

Merck

Riedel-de Haen

Sigma

Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Invitrogen

Tedarikgi
Fermantas



Ek E.4: Laboratuvar Ekipmanlari

Buz makinesi: AF 10, Scotsman (Ingiltere)

Dengeler: Precisa XB620C SCS (Almanya), Precisa 125 A SCS (Almanya)

Derin Dondurucu ve Buzdolaplari: -80°C Heto Ultrafreeze 4410, - 80 °C New
Brunswick Scientific U410 Premium (ingiltere), Heto Polar Bear 4410 ultra freezer,
JOUAN, 2021 D refrigerator, Arcelik, -20°C Arcelik 2091t,+4°C Arcelik
Inktbatorler: Nuve EN400, Nuve EN500

Laminer Akish Kabin: Biolab Faster BH-EN2003 (Italya)

Manyetik Kanistirici ve Isitic1 : AGE 10.0164, VELP Scientifica srl.
Mikropipetler: Gilson pipetteman 10 pl, 20 ul, 200 pl, 1000 ul, Volumate Mettler
Toledo 10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 wl, Eppendorf research 10 pl, 20 pl, 200 ul, 1000 pl
Mikro-plate Okuyucu: Bio-rad Benchmark Microplate Reader

Orbital Calkalayie1 Inkiibator: Shell lab 1575R-2E (ABD), Certomat S I,
Product#

886 252 4, B. Braun Biotech Internationnal GmbH, Thermo Electron Corporation
430 (ABD)

Otoklav: Nuve OT 4060 Steam Sterilizer (Turkiye), Tuttnauer 2540 ML,
(Isvigre), Tuttnauer 3870 ELVC (isvicre)

pH metre: MP 220, Metter Toledo International Inc.Wissenchaftlich-Technische
Werstatten

Profesyonel Dijital Fotograf Makinesi: Canon EOS Dijital Rebel XT, Sigma DC
18-200 mm mercek

Santrifdj rotoru: F241.5P, JA-30.50 Ti Beckman Coulter (Almanya)

Santrifilj: Beckman Coulter, Microfuge 18 (Almanya), Avanti J-301 Beckman
Coulter (Almanya), AllegraTM 25R Centrifuge, Beckman Coulter (Almanya)

Su banyosu: Memmert wh-22

Su Saflastirma Cihazi: USF Elga UHQ-PS-MKS3, Elga Labwater

UV-Visible Spektrofotometre: Perkin Elmer Inst. Lambda 25 (ABD), Shimadzu
UV-Pharmaspec 1700 (Japonya)

Termo-kanstirici: Eppendorf thermomixer comfort (1.5ml)

Vortex: Heidolph Raax top (Almanya)
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