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Ozet

Mantarlar saghga yararli ve bir¢cok dejeneratif hastaliga karsi koruyucu ¢ok sayida aktif bilesen
icermelerinden dolayi alternatif ve tamamlayici tipta terapotik ajanlar olarak kullaniimaktadir. Morchella
esculenta diinyada yenilebilen en degerli mantar tirlerinden biridir. M. esculenta mantari antimikrobiyal,
antiinflamatuvar, immunostimlator, antitiimor ve antioksidant gibi tibbi ve farmakolojik 6zellikler sergileyen
cok sayida tokoferol, karotenoid, organik asit, polisakkarit ve fenololik bilesikleri icermektedir. Bu ¢alismada M.
esculenta mantarinin angiotensin dondstiriici | (ACE-1) enzimi Uzerine inhibitér etkisi incelendi. Mantar
ekstraktindan alkalaz enzimi hidrolizi sonrasi elde edilen peptid fragmanlar ultrafiltrasyon membranlari
kullanilarak fraksiyonlandi. Elde edilen fraksiyonlarin angiotensin donistirici | (ACE-1) enzimi {izerine inhibitor
etkisi in vitro kosullarda calisildi. Fraksiyonlar igerisinde en yuksek ACE-I inhibisyonu % 94 ile 5kDa<peptidler<10
kDa arasindaki peptidleri iceren fraksiyonda goézlendi. Bu fraksiyonun ACE-I igin ICso degeri 4,2 pg/ml olarak
hesaplandi. Fraksiyondaki peptid sayisi ve safligi % 12 SDS-PAGE jel ile belirlendi. Calisma sonuglari
gostermektedir ki M. esculenta mantari hipertansiyon hastaliginin énlenmesi ve tedavisinde kullanilabilecek
fonksiyonel peptid tiirevli gida bilesenlerine sahiptir.

Anahtar kelimeler: Anjiotensin donistilriici enzim-I, hipertansiyon, protein hidrolizat, ultrafiltrasyon, enzim
inhibisyonu.

Investigation of Peptide Inhibitors of Angiotensin Converting Enzyme-Il in Morchella
esculenta Protein Hydrolysates

Abstract

Mushrooms are use as therapeutics in alternative and complementary medicine as functional food
because of contain a large number of biologically active components that offer health benefits and protection
against many degenerative diseases. Morchella esculenta is one of the most highly priced edible mushrooms
worldwide. It contains a wide range of active constituents which include tocopherols, carotenoids, organic
acids, polysaccarides and phenolic compounds which exhibit a wide range of medicinal and pharmacological
properties including anti-microbial, anti-inflammatory, immunustimulatory, antitumor and antioxidant. In this
study; the peptide fragments were generated by alcalase hydrolysis from M. esculenta extracts were fractioned
using ultrafiltration membranes. ACE inhibition were studied in the obtained fractions. The 5kDa <peptides< 10
kDa in the ultrafiltration fractions displayed highest ACE inhibition (94 %). The ICso value of this fraction was
calculated as 4,2 pg/ml. The peptide numbers and purity of fraction were determined with 12 % SDS-PAGE. The
results indicate that M. esculenta derived peptides may have potential as functional food ingredients in the
prevention and management of hypertension.

Key words: Angitensin converting enzyme-l, hypertension, protein hydrolysate, ultrafiltration, enzyme
inhibition.
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Giris

Kardiyovaskiiler hastaliklar; kalp veya kan
damar hastaliklarini kapsayan gruba verilen genel
bir isimlendirmedir. Kardiyovaskiiler hastaliklar
ozellikle son on yil icinde tiim diinyada bir numaral
olum nedeni haline gelmistir. Her yil diinyada 17
milyona yakin kisi kardiyovaskiiler hastaliklar
nedeniyle yasamini yitirmektedir. Kardiyovaskiiler
hastaliklarinin ¢ikis nedenleri gesitlilik gdstermekle
birlikte en sik karsilasilan nedenlerinin basinda
hipertansiyonun yer aldigi vurgulanmaktadir.
Hipertansiyon Diinya Saghk Orgiitii (WHO) 'ne gére
diinyadaki her sekiz 6limden birinin sorumlusu en
olduricta Gglnct  hastalhk grubu olarak kabul
edilmektedir. Dolayislyla, kardiyovaskiler
hastaliklarin 6nlenebilmesi hipertansiyon gibi ana
risk faktorlerinin  kontrol altina alinmasi ile
mumkundir (GUn ve Korkmaz, 2014). Asiri kilolarin
verilmesi, dlizenli egzersiz, tuz alimiin kontroli
veya kisitlanmasi, sigara ve alkolden kaginma,
diyetteki yaglarin kontrol altina alinmasi, sinirda
olan tansiyonun kontrol altina alinmasini saglayan
onemli faktorlerdir (Barbosa-Filho ve ark., 2006).
Ancak orta veya siddetli hipertansiyonun
kontroliinde ilag tedavisi uygulanmasi gerekli olup,
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bu tedavi bir veya birkac¢ ilacin kombine sekilde
kullanilmasi ile gerceklestirilmektedir.
Hipertansiyon ilaglarinin istenmeyen yan etkiler
olusturmalarinin yaninda, bazi hastalarda ¢oklu ilag
uygulamalarina ragmen hipertansiyonun kontrol
altina alinamadigi  gorilmastir. Bu  yilzden
hipertansiyonun kontroli icin daha etkin yeni
tedavi yontemlerinin gelistirilmesi bir zorunluluk
halini almistir (Calhoun ve ark., 2008). Renin-
angiotensin sisteminin kan basincinin kontroliinde
onemli rol oynadigl bilinmektedir. Boébrekte
sentezlenen renin  biyolojik olarak inaktif
dekapeptid olan angiotensinojeni angiotensin I'e
donlsturir. Daha sonra angiotensin [; anjiotensin |
donistirici  enzim  (ACE-I) ile oktopeptid
(vazokonstriiktor) angiotensin Il'ye donastirilir.
Bu reaksiyon kan damarlarinda daralmaya,
dolayisiyla kan basincinin yiikselmesine neden olur
(Sweitzer, 2003). ACE aktivitesinin inhibe edilmesi
anjitensin Il konsantrasyonu azalmasina, bradikinin
seviyesinin artmasina bunlarin sonucunda da kan
basincinin dismesine neden olmaktadir (Hansen ve
ark., 1995-1996). Bu ylzden hipertansiyon
hastaliginin tedavisinde benimsenen
yaklasimlardan biri de ACE enziminin
inhibisyonunun gerceklestirilmesidir  (Sekil 1).
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Sekil 1. ACE-I'in hipertansif etkisi(Hansen ve ark., 1995-1996).

Cizelge 1. Bazi mantar tirlerinde tespit edilen biyolojik aktiviteler

Biyolojik Etki Mantar tiirii

Kaynaklar

ACE inhibitori Pholiota adiposa
Antrodiella liebmannii
Agaricus murrill
Rigidoporus ulmarius

Fomes lignosus

Antianjiogenik

Antifungal Marasmius jodocodo
& Pleurotus florida
Ganoderma lucidum
Hipoglisemik Agaricus bisporus

Phellinus baumii
Agrocybe aegerita
Termitomyces albuminosus
Russula cyanoxantha
Amanita rubescens
Amanita caesarea
Suillus granulatus
Boletus edulis
Phellinus rimosus
Pleurotus florida
P.cystidiosus
P.ostreatus
P.sajor-caju
Ganoderma lucidum
Agaricus bisporus
Lactarius deliciosus
Cantharellus cibarius
Lentinus edodes
Pleurotus sp
Morchella esculenta
Flammulina velutipes
Lentinula edodes
Agrocybe aegerita
Ganoderma lucidum
Phellinus gilvus
Agaricus blazei
Phellinus rimosus

Antienflamatuar

Antioksidan

Antikanserojen
(Antitiimor)

Koo ve ark., 2006

Chen ve ark., 2005

Gbolagade ve ark., 2007

Jeong ve ark., 2010

Hwang ve ark., 2005
Diyabalanage ve ark., 2008
Lu ve ark., 2008

Ribeiro ve ark., 2008

Lakshmi ve ark., 2004

Ram’irez Anguiano ve ark., 2007
Yang ve ark., 2002

Diyabalanage ve ark., 2008
Stanley at al., 2005

Bae ve ark., 2005

Kaneno ve ark., 2004

Ajith ve Janardhanan, 2003

ACE’nin inhibisyonuna yonelik captopril,
enalapril, alacepril ve lisinopril gibi gesitli sentetik
inhibitorler gelistirilmistir. Bununla birlikte bu
sentetik inhibitorlerin kuru 6ksirak, ciltte dokilme,
tat alma duyusunda bozukluk, anjio6dem, fetal
anomaliler, ylksek kalsiyum degerleri, alerjik
reaksiyonlar (Yu ve ark., 2006; Yahaya ve ark.,
2014) gibi belli yan etkilere neden olmasi
arastirmacilari sentetiklere goére daha 1hmh ve
givenli inhibitorlerin arayisina yonlendirmistir.
Ozellikle kolay adsorbe edilmeleri ve ¢ok
fonksiyonel o6zelliklere sahip olmalari sebebiyle
calismalar protein tirevli kaynaklardan elde edilen
peptidler Uzerine yogunlastiriimistir. Calismalarda
peptid kaynagi olarak kazein (Miguel ve ark., 2009),
izim  c¢ekirdegi, mantar, patates, whey
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proteinleri(Pihlanto ve ark., 2000-2008) , siit (Tsai
ve ark., 2008; Nakamura ve ark., 1995), karabugday
(Ma ve ark., 2006), domuz ve tavuk kasi, balik
proteini ( Sentandreu ve ark., 2007; Je ve ark.,
2007, Wu ve ark., 2008; Lee ve ark., 2010), soya
fasulyesi proteini ( Kuba ve ark., 2005) gibi protein
kaynaklari kullanilmistir. Ekosistemin en 6nemli
parcalarindan biri olan makromantarlar; zengin
besin icerikleri (protein, karbonhidrat, yag asidi
vitamin ve minerallerce) ve kendilerine has spesifik
aroma ve tatlari sayesinde hizli artan diinya nifusu
icin 6nemli bir besin kaynagini olusturmaktadirlar.
Makromantarlarin besin olarak tiiketilmelerinin
disinda sahip olduklari farmakolojik karakterler
sayesinde Cin ve Japonya basta olmak lizere bir cok
uzak Asya lkesinde c¢esitli hastaliklara karsi
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geleneksel tipta ilag olarak kullanildigi da
bilinmektedir (Barros ve ark., 2008; Ustiin, 2011).
Makromantarlardan saflastirilan cok sayida dogal
bilesenin (kGguk metabolitler, proteinler,
polisakkaritler, protein-polisakkarit kompleksleri
vb.) antioksidant, antifungal, antitumor, antiviral,
antibakteriyal ve immunomodiilatér ajan olarak is
gormeleri, Ozellikle saflastirilan birkag mantar
bileseni ile kanser ve diger hastaliklarin tedavisine
yonelik klinik faz (I-1l-lll) denemelerine gecilmesi
(Xu ve ark., 2011) bircok arastirmacinin
makromantarlara olan ilgisini arttirmistir (Cizelge
1). Makromantarlarin gida ve medikal uygulamalar
disinda biyoteknolojik uygulamalarda da biyokaiitle,
organik asit (Pandey ve ark.,2000), enzim (Zheng ve
Shetty, 2000) ve inhibitor (Lau ve ark., 2013) gibi
metabolik Griinlerin elde edilmesinde kullanildigl,
ylksek protein icerikleri sebebiyle de beslenme
yetersizligi gorilen kisilerde gida takviyesi ve
bagisikhgl arttirici bir ticari Urlin olarak tablet
formlan satildig bilinmektedir. Ayrica
makromantarlar zengin protein igerikleri ve biitiin
esansiyel aminoasitleri icermelerinden dolaylr da
vejeteryanlar tarafindan en c¢ok tercih edilen
gidalarin basinda yer almaktadir.
Makromantarlarda bulunan protein miktari mantar
tlr ve cgesidine gore degismekle birlikte ortalama
olarak 100 g mantarda 3-8 g oldugu
belirtilimektedir (Erkel, 1992). Mantarlarda yer alan
proteinlerin enzimatik hidrolizi sonucu elde edilen
spesifik peptid fragmanlarinda farkli biyolojik
aktivitelerin gozlenmesi mantarlarin  biyoaktif
peptidlerce zengin olduklarini ortaya koymaktadir.
Morchella esculenta askih mantarlarin
(Ascomycetes) Morchellaceae familyasinda yer
alan yenilebilen bir mantar tiridir. M.esculenta
proteinler, polisakkaritler vitaminler, iz elementler,
az bulunan amino asitler gibi biyolojik olarak aktif
bircok bilesen icermektedirler. M. esculenta’nin
bilinen majér farmokolojik aktif kimyasal
bilesenleri polisakkaritler olup bunlar antiviral,
antitumor ve karaciger koruyucu gibi cesitli
medikal aktivitelere sahiptir. Bu ¢alismada;
proteince zengin, yenilebilir bir mantar tiri olan
Morchella esculanta’dan ACE inhibisyonu igin yeni
peptid inhibitérlerinin elde edilmesi planlandi. ilk
olarak Morchella esculanta protein ekstraktlari,

ACE  inhibitér  aktivitesine  sahip  peptid
inhibitorlerini elde etmek i¢in alkalaz enzimi ile
hidrolizlendi. Peptid inhibitérlerin  ayriminda

ultrafiltrasyon membran sistemi kullanildi. ACE
inhibitor etkisi gosteren peptidlerin SDS-PAGE ile
molekiler kitleleri tanimlanmustir.
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Materyal ve Yontem
Kimyasallar

NaCl, Siikroz, NaOH, Na,COs (Riedel); Triton
X-100, Tris, FAPGG (N-[3-(2- Furil)akriloil] L-
fenilalanil-glisil-glisin),  Glisin, 6-ACA (6-amino
kaproik asit) (Sigma); Etanolamin, CaCl,, MgCl,,
Hidroklorik asit, Amonyum siilfat, Metil-a-D-
mannopiranozid, TCA(Trikloro asetik asit), K,COs
Na-asetat, Na,;Bs0;  (Sigma-Aldrich);  ZnCl,
(Carloerba); DMF(N,N-Dimetilformamid), DIEA
(N,N- Diizopropiletilenamin) , HBTU (2-(1H-
benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl uronium
hexafluorophosphate) (Acros); HOBt (1-
hidroksibenzotriazol) (Aldrich); Lisinopril
(Santacruz); Sigir serum albimin (BSA) (Fluka);
pABA (p-aminobenzoik asit), PVP(polivinilpirolidon)
(Alfa Aesar); Vitamin C (Roth); % 2 B-
Merkaptoetanol,  Aseton (Merck);  Alkalaz
(Novonordisk); 3kDa, 5kDa ve 10kDa santrifugal
ultrafiltrasyon membran kartuslari ( Millipore), Con
A (HiTrap™ Con A 4B) affinite kolon, Epoksi aktive
edilmis Sefaroz 6B ( GE Healthcare). Bu ¢alismada
kullanilan tim kimyasallar analitik safliktadir.

ACE-1 enzim preparatinin hazirlanmasi

Koyun akcigerinden ACE-I enzim
ekstraktinin hazirlanmasinda ilk olarak 0,15 M NaCl
iceren 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) tamponu ile
perfliizyon islemi gergeklestirildi. Ardindan 0,25 M
Stikroz ve % 1 (v/v) Triton X-100 iceren 20 mM Tris-
HCl (pH 7,4) tamponu ile homojenize edildi.
Homojenat daha sonra 10.000 rpm’de 30 dakika 4
°C'de santriflijlendi. Slpernatant ayrilarak % 60
amonyum siilfat (AS) ¢oktlirmesine tabi tutuldu. AS
¢cOktlirmesi sonrasi 6rnek 13.500 rpm’de 30 dakika
4 °C'de santrifiijlendi. Pellet 10 mM Tris pH 7.4
tamponuna karsi diyalizlendi. Diyalizlenen 6rnek
Con A afinite kolona uygulandi. Kolon akis hizi 0,2
ml/dakika olarak gergeklestirildi. Fraksiyonlar 1 ml
olarak toplandi. Con A afinite kolonundan ACE
enziminin eliisyonu 0,2 M metil-a.-D-
mannopiranozid iceren dengeleme tamponu (0,15
M NacCl, 1 mM MgCl, ve 1 mM CacCl; iceren 20mM
Tris-HCI pH 7,4) ile vyapildi. Aktif fraksiyonlar
birlestirilerek 10.000 MWCO’luk ultrafiltrasyon
tipinde konsantre edildi. Konsantre 6rnek 0,3 M
NaCl ve 100 pM ZnCl, iceren 20 mM Tris-HCI
pH:7,2 tamponu ile dengelenen Lisinopril afinite
kolona uygulandi. Kolon akis hizi 0,2 ml/dakika
olarak gerceklestirildi. Fraksiyonlar 1 ml olarak
toplandi. Kolondan elisyon 50 mM Na;B407
(pH:9,5) ile yapildi. Aktif fraksiyonlar birlestirilerek
10.000 MWCO’luk ultrafiltrasyon  tlpinde
konsantre edildi. Tum saflastirma adimlarinda
protein ve aktivite tayini yapildi. Saflastirilan ACE
enzimi; inhibitdr taramasinda enzim kaynagi olarak
kullanildi.
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Lisinopril Afinite kolonun hazirlanmasi

Lisinopril afinite kolonun hazirlanmasi Chen
ve arkadaslari tarafindan uygulanan protokole gére
gergeklestirildi ( Chen ve ark., 2010) Protokol kisaca
Ozetlenecek olursa; 384 mg pABA (2,8 mmol) 12 ml
DMF ve 0,5 ml DIEA'da ¢ozildiikten sonra, su
icerisinde sispanse 4 g epoksi aktive edilmis
Sefaroz 6B ile karistirildi. Baglanma reaksiyonu oda
sicakhginda 15 saat nazikce karnstirilarak
gerceklestirildi. Daha sonra matriks DMF ve H,0 ile
yikanarak filtre edildi. Kalan epoksi gruplari 20 ml 1
M etanolamin ile 1 saat muamele edilerek blokaj
yapildi. Matriks tekrardan 6nce su sonra DMF ile
yikandi.  6-ACA ile baglanma reaksiyonun
gerceklestirilebilmesi icin modifiye sefaroz 12 ml
DMF ve 0,2 ml DIEA'da ¢6zilmis 1,1 g HBTU (2,8
mmol) ve 378 mg HOBt (2,8 mmol) ile 2,5 saat
aktive edildi. Filtrasyon islemi sonrasi 12 ml 0,1 M
Na,COs ( pH 11,8) igerisinde ¢ozlilmis 551 mg 6-
ACA (4,2 mmol) ile 24 saat oda sicakhiginda
karistirildi. Baglanma islemi tamamlandiktan sonra
matriks filtre edilerek 6nce H,0 daha sonra DMF ile
yikandi.  Matrikse ligand olarak lisinoprilin
baglanmas! igin tekrardan HBTU/HOBt ile aktive
edildi. 0,1 M KCOs (pH 11,8) icersinde ¢éziilen 486
mg lisinopril (1,2 mmol) ile matriks 24 saat oda
sicakhginda karistirildi. Baglanma sonrasi blokaj
islemi 1 M glisin (pH: 10,0) ile gergeklestirildi.
Matriks 6nce su daha sonra 0,5 M NaCl igeren Tris-
HCI (pH:8.5) ve Na-asetat (pH: 4,5) tamponlari ile
yikanarak 0,3 M NaCl ve 100 uM ZnCl; iceren 20
mM Tris-HCI pH:7,2 tamponu ile dengelendi.

Protein tayini

Protein tayinleri; sigir serum albuminin
standart olarak kullanildigi, Bradford (1976)
yontemine gore (mikroplate format)
gerceklestirildi. 10 pl her bir standart (25 — 150
ug/ml sigir serum albumin), bilinmeyen 6rnek ve
distile su (kor) mikro plaka kuyucuklarina
pipetlendi. Uzerlerine 200 ul Bradford reaktifi ilave
edildi. 10 dakika oda sicakliginda inklbe edildikten
sonra 595 nm de absorbanslari okundu. Standartlar
ile olusturulan kalibrasyon egri ve katsayilar
yardimi ile seyrelme faktérleri de gbéz Oniine
alinarak protein konsantrasyonlari hesaplandi.
Olclimler 3 tekrarli olarak gergeklestirildi.

Morchella esculanta mantarinin toplanmasi ve
teshisi

Morchella esculanta Mart-Mayis aylarinda
Denizli ili cevresinden toplandi ve tiir teshis
makroskobik ve mikroskobik 6zelliklerine gore
referans kitaplar kullanilarak yapildi.
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Morchella esculanta’dan protein ekstraktinin
hazirlanmasi

Toplanan mantarlar laboratuvarda havada
kurutulduktan sonra bir blendir yardimiyla toz
haline getirildi. 10 g kurutulmus toz halindeki
mantar; % 1,5 PVP, % 1 vitamin C ve 0,15 M NaCl
iceren 50 mM Tris pH:7,3 tamponu ile homojenize
edilerek 2-3  saat kanistirncida  karigtirildi.
Homojenat cift katl tiilbent bezinden suzlldikten
sonra 5000 g'de 30 dakika santriftjlendi.
Supernatanta g doku basina/10 ml %10 TCA-
Aseton (% 2 B-Merkaptoetanol igeren) eklendi.
Slpernatant -20°C'de 12 saat bekletildi. Coken
pellet 5000 g’de 30 dakika santrifiijlenerek ayrildi.
Pellet 3 kez soguk asetonla (%100) yikandi ve her
yikama sonrasi 5000 g’de 15 dakika santrifiijleme
islemi  gerceklestirildi. Pellet agik havada
kurutulduktan sonra -80°C’de saklandi. Pelletin
protein icerigi Bradford yontemi ile belirlendi.

Protein ekstraktlarindan enzimatik hidrolizi ile
peptid hidrolizatlarinin hazirlanmasi

Elde edilen pellet 50 °C’deki bir su banyosu
icerisinde distile su ile (% 5 w/v) oraninda sispanse
edildi. pH 8,0'e ayarlandi. Alkalaz enzimi
enzim/substrat orani (4/100) olacak sekilde
eklenerek karisim enzimatik pargalama igin 4 saat
inkiibe edildi. Reaksiyon karisiminin pH’si 2 M
NaOH kullanilarak 4 saat boyunca sabit tutuldu.
Enzimatik reaksiyon karisimin 10 dakika kaynar su
banyosunda bekletilmesi  ile  sonlandirildi.
Enzimatik parcalamaya ugramayan proteinler 8000
g’'de 60 dakika santrifijlenerek ¢oktiralda.
Peptidleri iceren silipernatant ultrafiltrasyon
membranlari ile fraksiyonlanmak {zere -20°C'de
saklandi.

Ultrdfiltrasyonla protein hidrolizatindaki
peptidlerin fraksiyonlanmasi
Enzimatik hidroliz sonrasi elde edilen

peptidlerin fraksiyonlanmasinda santrifugal
ultrafiltrasyon membran kartuslari (3kDa, 5kDa,
10kDa) kullanildi. Ayinm en biylik membrandan
(10 kDa) baslayarak en kiiglige dogru uygulandi.
Molekal blytkliklerine gére ayrimi yapilan peptid
fraksiyonlarinda ACE-I inhibitor aktivitesine bakildi.

Peptid fragmanlarinin ACE-l inhibitér aktivite
tayini

ACE-l enzim aktivitesi; FAPGG substratinin
ACE enzimi tarafindan hidrolizinin
gerceklestirilmesiyle belirlendi (Sekil 2).

Bu islemde kisaca; elde edilen peptid
fragmanlarinin - 10 pl’si, koyun akcigerinden
saflastirilan ACE enziminin 10 ul’si ile 37 °C’'de 15
dakika inkibe edildikten sonra, Uzerlerine 150 pl
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FAPGG (0,88 mM) substrati eklenerek reaksiyon
baslatildi. Baslangi¢ta ve 10 dakika sonunda; 340
nm’deki absorbans degerleri kaydedildi. Peptid
fragmanlari yerine 10 pl tampon (50 mM Tris—
HCl,pH 7.5, 0.3 M NaCl) igeren kontrol 6rnekleri
icinde ayni islemler uygulandi. Ornek ve kontrol
ornek olglimleri 3 tekrarli olarak gergeklestirildi. %
ACE inhibisyonu asagida verilen esitlige gore
hesaplandi.

FAPGG

ACE

% ACE inhibisyonu= 1- (Ainhibitor-Acontrol) X 100

Mantardan elde edilen peptid
fragmanlarinin inhibitor etkinligi ticari inhibitor
(Lisinopril) kullanilarak ICso degerleri kiyaslandi.

SDS-PAGE
Saflastirlan ACE-I saflik kontroli (% 12’lik jel
ylzdesi ile) Laemmli metoduna gore SDS-PAGE ile

belirlendi. (Laemmli, 1970).
'L
TI\’ ( ‘OOH
H H
FAPGG
. n ‘L

N— ( ‘OOH
i f

GG

Sekil 2. FAPGG substratinin ACE enzimi tarafindan hidrolizi.

Bulgular ve Tartisma

Bu c¢alismada; anjiotensin donUstirici
enzim-I, koyun akcigerinden amonyum siilfat
¢cOktlirmesi, Con A ve Lisinopril Sefaroz afinite
kromatografileri kullanilarak % 1.5 verimle 349 kat
saflastirildi (Cizelge 2). SDS-PAGE (Sekil 3).

Morchella esculenta mantarindan proteinler
% 10 TCA-Aseton ( % 2 B-Merkaptoetanol iceren)

864

¢Oktlirmesi ile elde edildi. Elde edilen protein

ekstrati  enzim (alkalaz) kullanilarak peptid
fragmanlarina ayrildi. Ayrilan peptid fragmanlari
ultrafiltrasyon membranlar kullanilarak (3kDa,
5kDa, 10kDa) fraksiyonlandi. Elde edilen

fraksiyonlarda ACE-I inhibisyonu arastirildi. 10 kDa
ile 5 kDa arasinda yer alan peptidlerin enzim
inhibisyonunda etkin oldugu gozlendi.(Cizelge 3).
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inhibisyon etkinligi yiiksek olan 10 kDa ile 5 ICso degeri 4,2 ug/ml olarak hesaplanirken,
kDa arasinda peptidlerin yer aldigi fraksiyonun 1Cso lisinopril icin 11,2 ng/ml olarak hesaplandi (Cizelge
degeri hesaplandi. Kontrol olarak ACE-I'in ticari 4).

inhibitord lisinopril kullanildi. Peptid fraksiyonu igin

<™ 180 kDa
<=1 130 kDa

<2 100 kDa
<= 70 kDa

< S5kDa

<=1 40kDa

<3 35kDa

¢ 25 kDa

1 2 3 4 5

Sekil 3. Koyun akcigerinden anjiotensin dénustiiriicii enzim I'in saflastirma adimlarinin SDS-PAGE uygulamasi.1.
Kuyu, ham ekstrakt; 2.Kuyu, amonyum siilfat ¢oktiirmesi(%60); 3.Kuyu, Con A afinite kromatografisi; 4.Kuyu,
Lisinopril-Sefaroz afinite kromatografisi; 5.Kuyu, molekiler kitle standartlari (Thermo-26616).

Cizelge 2. Koyun akcigerinden Anjiotensin dénUstirici enzim I'in saflastiriimasi

Saflastirma Total protein  Total aktivite Spesifik aktivite Saflagtirma Ver |r.n
(Aktivite)

Adimi (mg) (V) (U/mg) Katsayisi (%)

(1]

Homojenat* 3224 127 0.039 1 100
% 60 Amonyum Silfat ¢oktirmesi 324 31 0.096 2.5 24
Con A kromatografisi 2.7 9.5 3.52 90 8
Lisinopril-Sefaroz kromatografisi 0.14 1.9 13.6 349 1.5

* Homojenat 400 g koyun akcigerinden hazirlandi.
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Cizelge 3. Morchella esculenta ekstrakt ve ultrafiltrasyon ile elde edilen fraksiyonlarinda Anjiotensin

donUstirict enzim | inhibitor aktivitesinin taranmasi

Test materyali

ACE-I aktivitesi (U/L) inhibisyon (%)

M.esculenta ekstrakt

M.esculenta ekstrakt alkalaz hidrolizi sonrasi
Peptid>10 kDa

10 kDa>peptid>5kDa

5 kDa>peptid>3kDa

Peptid< 3 kDa

ACE-I (kontrol)

378.8 17
377.3 17

- inhibisyon yok
27.6 94
93.6 79
159.5 65
456.4 -

Cizelge 4. Morchella esculenta ve Lisinopril’'in Anjiotensin donistirict enzim | inhibitor aktivitesi

Test Materyali Konsantrasyon ACE-I aktivitesi (U/L) inhibisyon (%) 1Cso
1 486.2 0
2 342.0 30
4 171.8 65
. 6 1319 73
10 kDa(>Li3ge/[:r)]’:|I;i>5kDa 3 92.0 31 42
12 59.8 88
16 41.4 92
22 35.3 93
28 24.5 95
4 117.7 4
8 84.4 31
Lisinopril 12 50.9 58 11.2
(ng/ml) 16 27.2 78 ’
20 17.6 86
40 11.1 91
Arastirmacilar tarafindan cesitli yenilebilen fraksiyonunun inhibitdor etkisi, ACE’nin ticari
mantar tirlerinin sulu ve alkolik ekstraklarinda ACE inhibitord lisinopril ile kiyaslandiginda ICso
inhibitor aktivitesi sahip peptidler tespit edilmistir. degerinin yilksek oldugu gozlenmistir. Bununla

Pholiota adiposa’dan saflastirilan penta
peptidin(Gly-Glu-Gly-Gly-Pro) ACE inhibitor
aktivitesi icin 1Cso degeri 0,25 mg/ml (Koo ve ark.,
2006); Hypsizygus marmoreus’den saflastirilan
oligopeptid (LSMGSASLSP) icin 0,19 mg/ml (Kang
ve ark.,, 2013), Pleurotus cystidiosus’den
saflastirilan iki peptid (AHEPVK ve GPSMR) igin 62,5
ve 277,5 ug/ml (Lau ve ark., 2013), Pleurotus
cornucopiae’den  saflastirilan  iki  oligopeptid
(RLPSEFDLSAFLRA ve RLSGQTIEVTSEYLFRH) igin
0.46 and 1.14 mg/ml (Jang ve ark., 2011),
Tricholoma giganteum’dan saflastirilan tripeptid
(Gly—-Glu—Pro) icin 0,31 mg/ml (Hyoung Lee ve ark.,
2004), Grifola frondosa’dan saflastirilan
hekzapeptid (Val-lle-Glu-Lys-Tyr-Pro) igin 0,13
mg/ml (Choi ve ark., 2001). olarak hesaplanmistir.

Sonug ve Oneriler

Bu calismada Morchella  esculenta
mantarindan ACE inhibitor aktivitesi icin bulunan
ICso degeri arastirmacilar tarafindan elde edilen 1Cso
degerinden c¢ok daha dusuktlr. Ancak; Morchella
esculenta mantarindan elde edilen peptid
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birlikte ACE’nin ticari inhibitorlerinin kuru 6ksiruk,
ciltte dokilme, tat alma duyusunda bozukluk,
anjioodem, fetal anomaliler, yiksek kalsiyum
degerleri ile alerjik reaksiyonlara sebep olmalari
dikkate alindiginda Morchella esculenta’dan elde
edilecek dogal inhibitérin hipertansiyon
hastaliginin tedavisinde ACE-I enzimi igin alternatif
ilag olarak degerlendirilebilecegi séylenebilir.

Arastirmanin ileri yonelik hedefleri olarak;
ACE-| inhibisyonu gosteren fraksiyondaki peptidin
dizisinin tanimlanmasi, peptidin rekombinant
Uretimi, model hayvan denemeleri ile peptidin
etkinliginin canh sistem ({izerinde uygulanmasi
disinulebilir.
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Bu calisma Pamukkale Universitesi Bilimsel
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