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Berfu ENGIN
Anadolu Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Yard. Dog. Dr. Serpil OZKARA YAVUZ
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Bu c¢alismada, monomerik sarkozin oksidaz (MSOX) enziminin
saflagtirlmasina yonelik sarkozin bagli kriyojel kolonlar gelistirilmis ve bu
kolonlarin MSOX saflastirilmasindaki etkinligi arastirilmistir. Sarkozin bagh
makro gozenekli kriyojellerin hazirlanmasinda serbest radikal polimerizasyon
yontemi  kullanilmistir.  Bu  amagla  c¢alismanin  ilk  asamasinda
metakrilamidohistidin (MAH) fonksiyonel monomeri ve ardindan nano MAH
Sarkozin ligandi sentezlenerek FT-IR ile karakterize edilmistir. Daha sonra, MAH
Sarkozin, hidroksi etilmetakrilat (HEMA) monomeri ile gapraz baglayict N,N’
metilenbisakrilamit (MBA) varliginda polimerlestirilerek kriyojel kolonlar
hazirlanmistir. Hazirlanan kriyojel kolonlarin karakterizasyonu sisme testi, BET,
SEM ve FT-IR analizleri ile gergeklestirilmistir.

Calismanin son asamasinda, sentezlenen kriyojel ayirma kolonlar
kullanilarak Bacillus cereus bakteri suslarindan elde edilen ham ekstrakttan
MSOX saflastirtlmistir. Saflagtirilan MSOX’ un Bradford yontemi ile protein
icerigi, UV spektrofotometrik 6lgtimleri ile enzim aktivitesi belirlenmis ve enzim
icin kinetik ¢alismalar gergeklestirilmistir. Ayrica; saflagtirilan enzimin SDS

PAGE analizi ile molekiil agirlig1 ve saflik derecesi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Sarkozin Oksidaz, Kriyojeller, Afinite Kromatografisi,
Enzim Saflastirma, Metakril amidohistidin (MAH)
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In this study, sarcosine bound cryogel columns have been developed and
the efficiency in purification of monomeric sarcosine oxidase (MSOX) has been
investigated. The sarcosine bound macroporous cryogels have been synthesized
by free radical polymerization. For this purpose, metharcyloylamidohistidine
(MAH) as the functional monomer and nano MAH-Sarcosine spheres have been
synthesized and characterized by FT-IR in the first part of the study. Then,
cryogel columns have been prepared by polymerization of MAH-Sarcosine and
functional monomer in  the  presence  of  cross-linker  N,N'
Methylenebisacrylamide. Characterization of the prepared cryogel columns has
been carried out by swelling tests, BET, SEM and FT-IR analysis.

In the final step of the study, purification of MSOX from crude extracts of
Bacillus cereus bacteria has been carried out by using prepared cryogel separation
columns. Protein content of the purified MSOX has been determined by Bradford
technique. Enzyme activity and kinetic studies have been carried out by UV
spectrophotometric analysis. Molecular weight and purity degree of the purified

enzyme have also been determined by SDS-PAGE analysis.

Keywords: Sarcosine Oxidase, Cryogels, Affinity Chromatography, Enzyme
Purification, Metharcyloyl amidohistidine (MAH)
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1. GIRIS

Biyoteknoloji; biyokimya, mikrobiyoloji, molekiiler biyoloji ve genetik
gibi bilimleri, bunun yaninda bir¢ok miihendislik dalin1 biinyesinde toplayan genis
bir arastirma dalidir. Uygulama alanlar1 arasinda insan sagligima yonelik
biyomolekiillerin sentezi, yapay organlarin gelistirilmesi, as1 iretimi ve insandaki
genetik kusurlarin giderilmesi gibi calismalar yer almaktadir. Ozellikle son
yillarda, enzimoloji alaninda, insan1 6liime gotiiren kanser tiirii hastaliklarin erken
tanisina yonelik [1-3] yogun arastirmalar yapilmaktadir. Cesitli bitkisel, hiicresel
veya mikrobiyal kaynaklardan izole edilen hormon, antikor, protein, enzim gibi
molekiiller biyoteknolojik ilerlemeler sayesinde klinik uygulamalarda biyosensor,
tan1 kiti, ila¢ ham maddesi ve terapi ajani gibi uygun formlarda kullanilmaktadir
[4-6].

Enzimler; protein yapisinda kompleks biyomolekiiller olup tip, gida,
biyosensor gibi bir ¢ok alanda yaygin kullanima sahiptir. Mikrobiyal
kaynaklardan pratik ve ekonomik yollarla saflagtirilabilmeleri uygulama alanlarini
artirmaktadir. Endiistriyel alanda kullanilan enzimlerin ¢ogu bitkisel, hayvansal ve
mikroorganizma kokenli olmakla birlikte agirlikli olarak mikroorganizmalardan
izole edilmektedir. Bu nedenle Bacillus cinsindeki organizmalar, sarkozin
oksidaz, a-amilaz, proteaz, glukanaz, glukoz izomeraz ve endoniikleaz gibi
enzimlerin iiretiminde siklikla tercih edilmektedir [7].

Sarkozin oksidaz (EC 1.5.3.1; sarkozin oksijen oksidorediiktaz) (SOX)
sarkozinin oksidatif demetilasyonu sonucu; glisin, formaldehit ve hidrojen
peroksit’e doniisiimii reaksiyonunu katalizleyen bir flavoenzimdir [8]. Etki ettigi
substrat; sarkozin (N-metilglisin), memelilerde glisin N-metiltransferaz enzimi ile
glisinden yola ¢ikilarak veya glisin betainin oksidasyonu sonucu olusur. Sarkozin,
bircok bakteri tiirii igin karbon ve azot kaynagi, hayvanlarda ise kreatin
metabolizmasi sonucu idrarla atilan son {irlindiir. Sizofreni, baz1 beyin hastaliklari
ve sarkozin eksikligi nedeniyle dogustan gelen bir takim bozukluklar direk olarak
sarkozin metabolizmasiyla ilgilidir. Saglikli bir insan kaninda olmasi1 gereken
sarkozin miktar1 1.59 + 1.08 mM kadardir [9]. Sarkozinin kanda veya idrarda bu

degerlerin tizerine ¢ikmasi oldukga tehlikeli bir tiir olan prostat kanserinin



habercisi olarak diisiiniilmektedir. Bu da sarkozini &nemli bir prostat kanseri
belirteci yapmaktadir [10].

SOX tizerine yapilan ¢alismalar enzimin Monomerik Sarkozin Oksidaz
(MSOX) ve Heterotetramerik Sarkozin Oksidaz (HSOX) olmak iizere iki tiirii
oldugunu gostermektedir [11,12]. MSOX, endiistriyel ve tibbi acidan oldukga
Oonemlidir. Prostat kanserli hastalarin idrarinda miktar1 artan sarkozinin kantitatif
olarak tayin edilmesinde gorev alarak hastaligin erken tanisini saglamakta,
boylece insan saghigin1 6nemli Slgiide tehdit eden kanser hastaligi ile verilen
savasta galibiyete giden yolu aralamaktadir [13-16]. Ayrica kreatinaz ve
kreatininaz enzimleri ile birlikte 6nemli bir metabolit olan kreatinin enzimatik
Olglimlerinin  yapilmasinda  gérev  alarak [17-22] bobrek  fonksiyonu
bozukluklarinin belirlenmesinde klinik bir tani1 araci olarak kullanilmaktadir
[23,24].

Bu calismada Bacillus cereus bakteri suslarindan MSOX enziminin
izolasyonu gergeklestirilmistir. Izole edilen enzim sarkozin bagl kriyojel kolonlar
kullanilarak afinite kromatografisi ile tek basamakta saflastirilmistir. Bir sonraki
asamada saflagtirllan MSOX’ un, Bradford yontemi [25] ile protein miktar
belirlenmis, enzimatik Ol¢iimleri yapilarak aktivitesi tayin edilmis, kinetik
incelemeleri yapilmis ve SDS-PAGE analizi ile saflig1 belirlenmistir. Saflastirilan
enzim, ilerleyen ¢alismalarda biyosensér ve benzeri sistemlerde yer alarak
sarkozin metabolizmasindan  kaynaklanan hastaliklarin  erken tanisinda

kullanilacaktir.



2. TEORIK BIiLGi
2.1. Enzimler

2.1.1. Enzimlerin Yapis1 ve Genel Ozellikleri

Enzimler canli hiicrelerde sentezlenen ve viicudun canliligim
siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan; biiyiime, sindirim, solunum, kas kasilmasi gibi
fiziksel ve kimyasal olaylarin olusumuna katilan biyomolekiillerdir. Biyolojik
katalizden sorumlu bu molekiillerin, olduk¢a eskiye dayanan ekmek yapimi, bira
yapimi, alkol fermantasyonu gibi bir¢ok islemde kullanildigi bilinmektedir.

Enzimler, yapisal olarak incelendiginde proteinlerle ayni olduklar
goriilmiistiir ve bu nedenle viicuttaki sentezleri de protein sentezinden farksizdir.
Temel olarak amino asitlerin bir araya gelmesiyle olusan proteinlerin sentezi,
genetik bilgi deposu olan Deoksiriboniikleikasit (DNA) kontroliinde iki agamada
gerceklesir. Tk asamada ¢ift sarmal yapiya sahip olan DNA zinciri DNA helikaz
enzimi ile fermuar gibi agilir ve bir zincir lizerindeki baz gruplarinin dizilimine
eslenik olacak sekilde Riboniikleikasit (RNA) tek zinciri olusturulur. RNA, DNA
da kayithh genetik bilginin hiicre ¢ekirdeginden sitoplazmaya aktarilmasini
saglayan araci bir molekiildiir. Protein sentezinin ilk asamasinda, sitoplazmaya
salgilanmak {izere farkli tiirde RNA molekiilleri iiretilir. Bunlar; ribozomlarin
yapisinda bulunan ribozomal RNA (rRNA), amino asitlerin ribozoma
tasinmasinda gorevli olan tasiyict RNA (tRNA) ve sentezlenecek proteindeki
amino asitlerin siralanisin1  belirleyen haberci RNA (mRNA)’ dir. RNA
molekiillerinin sentezinin ardindan amino asitler ribozoma tasinmak tizere tRNA
ile birlesmeden hemen 6nce aktif hale gelir.

Sentezin ikinci asamasinda ise aktiflesen amino asitler sitoplazmada tRNA
ile birleserek ribozoma tasinir ve burada mRNA’ nin {izerindeki baz gruplariyla
eslesir. Bu baz gruplari ile tasinan amino asitlere her basamakta yeni bir amino

asidin baglanmasiyla protein (enzim) sentezi tamamlanmig olur [26].
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Sekil 2.1. DNA kontrollii protein (enzim) biyosentezi [27]
Sentezin ikinci asamasinda ise aktiflesen amino asitler sitoplazmada tRNA

ile birleserek ribozoma tasinir ve burada mRNA’ nin iizerindeki baz gruplariyla
eslesir. Bu baz gruplari ile taginan amino asitlere her basamakta yeni bir amino
asidin baglanmasiyla protein (enzim) sentezi tamamlanmis olur [26].

2.1.2. Enzimlerin Adlandirilmasi ve Siniflandirilmasi

Enzimler geleneksel olarak substratlarinin  sonuna “az” ekinin
getirilmesiyle (6rnegin; iireaz, amilaz, proteaz) ya da katalizledikleri reaksiyonu
tanimlayacak sekilde (6rnegin; glukoz oksidaz, laktat dehidrogenaz, adenilat
siklaz) isimlendirilir. 1956 yilinda Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji
Birligi Enzim Komitesi (IUBMB-EC) enzimleri sistematik olarak adlandirma
konusunda ¢alismalar baglatmis ve her enzime dort rakamdan olusan EC (Enzyme
Commission) numarasi vermistir. EC numarasindaki dort rakam sirasiyla enzimin
ana smifini, alt siifini, alt-alt siifini, alt-alt siifindaki seri numarasimi ifade
etmektedir ve bir enzimin EC kodu belirlendikten sonra geleneksel isminin
kullanilmasinda herhangi bir sakinca yoktur.

Enzimlerin siniflandirilmasinda ise ilk adim 1958 yilinda Malcolm Dixon
ile Ewin Webb tarafindan atilmigs ve yaptiklar1 calisma IUBMB tarafindan
desteklenerek gelistirilmistir. Buna gore; enzimler Kkatalizledikleri reaksiyon

tiiriinii ifade eden alt1 ana sinifta toplanmaktadir. Bu gruplar asagida verilmistir;



Oksidorediiktazlar: Bu smifta toplanan enzimler substratlar arasinda
elektron veya hidrojen transferini saglayarak oksidasyon reaksiyonlarini
katalizlerler. Oksidasyon olaymin gerceklestigi her tepkimede redaksiyon da
gercekleseceginden oksidorediiktazlar olarak adlandirilirlar. Geleneksel olarak
verici  (dondr) molekiil-dehidrogenaz, sistematik olarak ise alici
oksidorediiktaz seklinde adlandirilirken aldiklari EC kodu EC 1.1.1 ile
baslamakta ve enzimin seri numarasina gore devam etmektedir.
Transferazlar: Alici ve verici olarak davranan iki substrat arasinda —CHy;
CH-OH, CH-NH2, NADH,-NADPH; gibi belirli gruplarin transferini saglayan
enzimler bu sinifta toplanmaktadir.

Hidrolazlar: Hidrolazlar, C-O, C-N, C-C, fosforik anhidrat ve bazi diger
kimyasal baglarin hidrolitik olarak kirilmasini katalizleyen enzimlerdir.
Hidroliz olayinda, bir grubun alici olarak davranan su (H2O) molekiiliine
transfer oldugu bilindiginden bu enzimlerin transferazlar olarak
isimlendirilmesi de disiiniilebilir. Ancak su molekiiliiniin alic1 olarak
davrandig1 tepkimelerin kesfi daha eskilere dayandigindan bu enzimler daha
¢ok hidrolazlar olarak adlandirilmaktadir.

Liyazlar: Bu siniftaki enzimler molekiillerdeki C-C, C-O, C-N gibi baglarin
hidroliz veya oksidasyon yoluyla degil eliminasyon yoluyla yikimin
katalizlerler. Tek bir substrata etki ettiklerinde bir grubun yapidan
ayrilmasiyla ¢ift baglarin veya halkalarin elimine edilmesini veya g¢ift baglara
baz1 gruplarin ilave edilmesini saglarlar.

Izomerazlar:izomerazlar bir molekiildeki yapisal ve geometrik degisimleri
katalizleyen enzimlerdir. Katalizledikleri izomerasyon tiirlerine gére rasemaz,
epimeraz, izomeraz, tautomeraz,mutaz ya da sikloizomeraz seklinde
adlandirilabilirler. Bazi durumlarda molekiil i¢i oksidasyon-rediiksiyon
reaksiyonlarmi katalizleseler de hem alict hem de verici ayni molekiil
oldugundan oksidorediiktaz yerine izomeraz olarak adlandirilirlar.

Ligazlar: Bu smiftaki enzimler, ATP (Adenozintrifosfat) veya benzeri bir
trifosfat molekiiliindeki difosfat baglarinin hidrolizini katalizleyerek iki

molekiiliin birbirine baglanmasini saglar [28].



2.1.3. Enzimlerin Spesifikligi ve Etki Mekanizmasi

Enzimler de proteinler gibi primer, sekonder, tersiyer ve kuarterner yapiya
sahiptir. Tersiyer yapilarin1 kazandiklarinda, enzimleri kimyasal katalizorlerden
farkli kilan aktif bolgeleri olusmus olur. Enzimler aktif bolgeleri sayesinde
substrat olarak adlandirilan maddelere karsi spesifik baglanma davranisi
gosterirler. Yalnizca tek bir maddeye spesifik davranabildikleri gibi belirli bir
madde grubuna kars1 da afinite gosterebilirler. Bu nedenle enzimlerin spesifikligi
bir kag farkli baslik altinda agiklanabilir. Bunlar;

1. Mutlak Spesifiklik: Enzim yalnizca tek bir substratin spesifik bir
reaksiyonunu katalizler.

2. Grup Spesifikligi: Enzim bir molekiilde bulunan fosfat, metil ve amino gibi
fonksiyonel gruplarin her birine etki eder.

3. Bag Spesifikligi: Enzim bir molekiildeki fonksiyonel gruplar arasinda
bulunan bazi kimyasal baglara (O0rnegin; proteinlerdeki peptid bagi,
karbonhidratlardaki glikozid bag) etki eder.

4. Stereokimyasal Spesifiklik: Enzim yalnizca bir molekiiliin sterik ve optik

izomerleri (6rnegin; glukozun D veya L formu) iizerinde etkilidir [29].

Enzimlerin etki mekanizmasi ise “Gegis Durumu Teorisi” temel alinarak
aciklanabilir. Geg¢is Durumu Teorisine gore molekiillerin ¢arpismasi sonucu
gerceklesen kimyasal reaksiyonlarda; uygun carpismalarin hemen sonrasinda
gecis hali adi verilen oldukca kararsiz bir kompleks meydana gelir. Bu
kompleksin sahip oldugu potansiyel enerji gecis hali siiresince artarak reaksiyona
giren molekiiller ve olugmasi beklenen iiriinler arasinda bir enerji bariyeri
olusturur. Reaksiyonun iirtin olusumu ile sonug¢lanmasi i¢in, reaktantlarim bu
bariyeri asacak enerjiye sahip carpismalar yapmasi gerekmektedir. Kimyasal
reaksiyonlarin gergeklesmesi igin asilmasi gereken bu enerji engeli aktivasyon
enerjisi olarak adlandirilir. AKtivasyon enerjisinin esigi ne kadar yiiksek olursa

birim zaman igerisinde bu esigi asan molekiillerin sayist da o oranda az olacaktir.
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Sekil 2.2. Enzim katalizli bir reaksiyonun aktivasyon enerjisi tizerine etkisi; G serbest
enerjiyi, siirekli ¢izgi katalizorsiiz ilerleyen bir reaksiyonu, kesikli ¢izgi ise enzim
katalizli bir reaksiyonu ifade etmektedir. AG; katalizorsiiz reaksiyonun, AG,

enzimatik reaksiyonun agmasi gereken enerji bariyeridir [30].

Enzimler aktif bolgeleri sayesinde substrata baglanarak anlik enzim-
substrat kompleksi olustururlar ve bunun sonucunda susbtrat konformasyonal
degisime ugrayarak yapisini bozar. Bdylece reaktantlarin iirlinlere doniismesi igin
asmalar1 gereken enerji esigi diliserken, reaksiyon da hizlanmis olur. Enzim
katalizi sayesinde hizli bir sekilde iiriine doniisen substratdan sonra enzim-substrat
kompleksi de enzim-iirin kompleksine doniisiir ve enzimin kompleksten

ayrilmasiyla iiriin serbestlesir [31].

Substrat i i i
Enzim aktivasyonu gerceklesir.
{ Aktif balge

[]rll]r‘l‘
® 9

Substrat enzimin aktif Enzim/Substrat Enzim ayr kalir
balgesine badlanir kompleksi alusur aran olusur

Sekil 2.3. Enzim-Substrat baglanmasi ve tiriin olusumu [31]



Enzimler kimyasal reaksiyonlardan higbir sekilde harcanmadan ve
bozulmadan ¢iktiklar1 i¢in tekrar tekrar kullanilabilirler. Enzimle katalizlenen
reaksiyonlarin ¢ogu katalizlenmeyen reaksiyonlara gore 103-10°® kere daha hizh
ilerler. Tipik olarak her enzim molekiilii saniyede 100-1000 substrat molekiiliinii
iiriine ¢evirme yetenegine sahiptir.

2.1.4. Enzim Aktivitesi

Enzimlerin katalizor olarak etkinliginin belirlenebilmesi igin bir
cozeltideki toplam miktarlar1 yerine {irline donistiirdiikleri substrat miktarinin
Olgiilmesi gerekir. Optimum reaksiyon kosullarinda, birim zamanda, substrati
iirline dontistiiren enzim miktar1 enzim aktivitesi olarak tanimlanir.

2.1.4.1. Enzim Aktivite Birimleri
a) Enzim Unitesi (U): Oda kosullarinda, bir dakikada, 1 mikromol substrati

iirline dontistiiren enzim miktarini ifade eder.

b) Katal: Uluslararasi Enzim Komisyonu tarafindan belirlenen ve oldukg¢a biiyiik
degerleri ifade eden katal; bir saniyede 1 mol substrati {iriine ¢eviren enzim
miktaridir.

c) Spesifik Aktivite: Enzim tinitesi/mg protein olarak hesaplanir ve 1 mg protein
basina diisen enzim aktivitesi olarak tanimlanir.

d) Turnover Sayis1 (Molekiiler Aktivite): Optimum kosullarda, bir saniyede bir
enzim molekiilii tarafindan iirline doniistiiriilen substrat molekiilii sayisidir
[32].

2.1.5. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzim aktivitesini ekileyen baslica etmenler enzim derisimi, substrat
derigimi, sicaklik, pH ve inhibitorlerdir.

2.1.5.1. Enzim Derisimi

Enzim katalizli kimyasal reaksiyonlarin hizi reaksiyon belirli bir noktaya
gelene kadar enzim miktar1 ile dogru orantili olarak artar. Ancak ortamdaki
substrat tiikendiginde iirline doniistiiriilecek herhangi bir madde olmadigindan

enzim konsantrasyonu ne kadar artarsa artsin reaksiyon sabit bir hizla devam eder.
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Sekil 2.4. Enzim derisiminin reaksiyonun hizina etkisi

2.1.5.2. Substrat Derisimi

Enzim miktar sabit tutularak substrat miktarinin artirilmasi reaksiyonun
once belirgin bir sekilde hizlanmasimi saglar. Ancak enzimin aktif bolgeleri
ortamdaki substratla doygun hale geldiginde enzim ulagabilecegi maksimum hiza

(Vmak) ulasir ve bu noktadan sonra reaksiyon sabit bir hizla devam eder.
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Sekil 2.5. Substrat derisiminin reaksiyon hizina etkisi



2.1.5.3. pH

Enzimler protein yapisinda maddeler olduklarindan sahip olduklar1 amin
ve karboksil gruplart ortamin pH’ ma gore farkli iyonlagma dereceleri gosterir ve
bu da enzimin yapisinda degisikliklere neden olur. Enzimler genel olarak pH 5-9
arasinda iyi ¢aligsalar da her enzimin maksimum aktivite gosterdigi belirli bir pH
degeri vardir. Bu deger o enzim i¢in optimum pH’ dir. Optimum degerin altindaki
veya ustiindeki pH dereceleri protein yapisindan dolayr enzimde denatiirasyona

neden olarak enzim aktivitesini azaltabilir veya tamamen durdurabilir.

Reaksiyon Hizi

Sekil 2.6. pH’ 1n reaksiyon hizina etkisi

2.1.5.4. Sicaklik

Her kimyasal reaksiyonda oldugu gibi enzim katalizli reaksiyonlarda da
sicakligin artmas1 molekiiller arasindaki etkin carpisma sayisini artiracagindan
reaksiyonun da hizlanmasini saglar. Ancak enzimlerin protein yapisinda olmasi
yiiksek sicaklik degerlerinde i¢ denatiirasyona ugramalarina neden oldugundan
reaksiyon hizinda da azalma gozlenir. Her enzimin maksimum verimle calistig

belirli bir sicaklik degeri vardir ve bu deger o enzim i¢in optimum sicakliktir.
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Sekil 2.7. Sicakligin reaksiyon hizina etkisi

2.1.5.5. inhibitorler

Enzimlerin aktivitesini azaltan veya tamamen durduran maddelere
inhibitor, ger¢eklesen olaya ise inhibisyon denir. Enzim inhibisyonu tersinir ve
tersinmez olmak iizere iki sekilde meydana gelir. Inhibitor enzime kovalent baglar
ile baglanmigsa enzim geri kazanilamaz ve geri doniisiimsiiz (tersinmez)
inhibisyon gergeklesir. Geri doniisiimlii (tersinir) inhibisyonda ise inhibitor
enzime tersinir baglarla baglanir ve bdylece enzim tekrar serbest kalabilir. Tersinir
inhibisyon; a) Yarigsmali inhibisyon b) Yarismasiz Inhibisyon c¢) Yari yarismali
Inhibisyon olmak iizere {ige ayrilir. Inhibitdr yapisal olarak substrata benziyorsa
substratla yarigsarak enzimin aktif bolgesine baglanmaya calisabilir. Bu durumda
kompetetif (yarismali) inhibisyon gergeklesir. Inhibitoriin aktif bolge disinda
herhangi bir yere baglanarak, enzimin substrat ile reaksiyona girmesini
engelledigi durumlarda yar1 yarigmali inhibisyon ve inhibitdriin enzim substrat ve
kompleksine baglanarak enzimin hizin1 azalttigi reaksiyonlarda yarismasiz

inhibisyon meydana gelir.

2.1.5.6. Enzim Kinetigi

Enzimler katalizledikleri reaksiyonlarin ayn1 yoldan daha hizli bir sekilde
ilerlemesini saglamaktadir. Bir enzimin aktifliginin 6l¢iisii ve enzim aktivitesini

etkileyen parametreler sayisal olarak kinetik ¢aligmalarla ifade edilmektedir.
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Enzim kinetigi alanindaki ilk ¢aligmalar 1902 yilinda Victor Henri, 1913
yilinda Leonor Michaelis ve Maud Menten isimli arastirmacilar tarafindan
yapilmistir [33]. Michaelis ve Menten’ in gelistirdigi teori enzimlerin bir
reaksiyonu nasil hizlandirdigr ile ilgili olmayip, enzim ve substrat arasinda {iriin
olusumundan once gergeklesen enzim-substrat kompleksinin (E.S) Kkinetik
mekanizmasini agiklamaktadir.

E+S <« ES —ka o E+p (2.1

ky

Denklem 2.1 de verilen enzim katalizli reaksiyonda k; ve k. ifadeleri
sirastyla ileri ve geri yonde ilerleyen tepkimelerin hiz sabitleridir. kca iSe
reaksiyonun katalitik hiz sabitini ifade etmektedir. Michaelis-Menten’ e gore tek
substratli bir enzimatik reaksiyonda enzim (E) ve substrat (S) bir araya gelerek
gecis Uriinii olan enzim-substrat kompleksini (E.S) olusturur. Bu kompleks hem
substrat ve serbest enzim hem de iiriin olusumu ydniinde ilerleyebilir. Ancak geri
yondeki (substrat ve serbest enzim olusumu yonil) tepkimenin hizi ihmal
edilebilecek kadar diistiktiir. Sistem dengeye geldiginde ise kisa bir silire E.S
derisimi sabit iken enzim, substrat ve iiriin derisimlerinde degisiklikler meydana
gelir. E.S kompleksinin olusum ve yikim hizlarmin esit oldugu bu denge
durumuna sabit durum denir ve bu halde 6lgiilen reaksiyon baslangi¢ hizi enzimin
aktivitesini belirlemeye yardimci olur. Michaelis ve Menten bu baslangic durum

hizin1 belirlemeye yonelik bir esitlik (Denklem 2.2) tiiretmislerdir [34].

__ Vmak([S]
" [S]+ Km

(2.2.)

Reaksiyon ortamindaki enzim molekiilleri substrat molekiilleri ile tamamen
doygun hale gelene kadar substrat miktariyla reaksiyon hiz1 dogru orantili olarak
degisir. Enzim molekiilleri baglayabilecekleri maksimum miktarda substrati
bagladiginda reaksiyon da maksimum hiza (Vmak) erisir. Denklem 2.2° de yer

alan Km ise enzimin aktif bolgesinin yarisin1 doyuran bagka bir deyisle Vmak’ n
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yarisina esit olan reaksiyon hizina karsilik gelen substrat derisimini ifade eden bir

sabittir [33]. Buna gore;

[S]=Km ise (2.3)
Vo=Vmak/2’ dir. (2.4.)

Km, her enzimin her substrati i¢in sabit olan ve enzimin substratina karsi
ilgisi hakkinda bilgi veren bir degerdir. Bir enzim ve substrati i¢in belirlenen Km
degeri ne kadar diisiik ise o enzim o substrata o kadar fazla afinite gosterir. Bagka
bir deyisle, enzimler birden fazla madde ile reaksiyona girebilecek ozellikte
molekiillerdir ve enzim bunlardan hangisi ile maksimum aktivite hizina erisiyorsa
o madde i¢in ilgili enzimin dogal substrati oldugu soylenebilir [35].

Michaelis-Menten esitligine gore substrat derisimi ve reaksiyon hizi dogru
orantil1 bir artis gdstermektedir. Substrat konsantrasyonuna karsi ¢izilen reaksiyon

hiz1 grafigi artan hiperbolik egri seklindedir.

Vmak  h-----mmo——o
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Sekil 2.8. Michaelis-Menten grafigi

1934 yilinda Lineweaver ve Burk Michaelis-Menten egrisini diizenleyip,
grafigi [S]™" ve V! degerleriyle gizerek dogrusal hale getirmislerdir [36]. Boylece
enzim c¢alismalarinda Vmak ve Km degerlerinin daha dogru bir sekilde

belirlenmesini kolaylastirmislardir. Lineweaver-Burk grafigine gore, dogrunun y
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(ordinat) eksenini kestigi nokta Vmak™; x (apsis) eksenini kestigi nokta ise negatif

bélgede oldugundan — Km™ dir.
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Sekil 2.9. Lineweaver-Burk grafigi

2.1.6. Flavoenzimler

Flavinler, riboflavin (B2 vitamini) tiirevleri olan ve birgok kimyasal
dontisimde bulunarak biyolojik tepkimelerde, enerji iiretiminde, DNA
onariminda, viicutta dogal {irlinlerin sentezinde ve yikiminda goérev alan
molekiillerdir. Tiim bu olaylarda aktif olarak gorev alan iki flavin tiirii vardir.
Bunlar; yapilarinda enzimatik olarak aktif davranmalarini saglayan izoalloksazin
halkas1 bulunduran Flavin adenin diniikleotid (FAD) ve Flavin mononiikleotid
(FMN)’ dir. Heterosiklik izoalloksazin halkasinin 10 numarali azot atomu riboz
sekerinin indirgenmesiyle olusan ribitole baglanir. Riboflavinin ribitol gurubunun
ester bagiyla 5’ C atomuna baglanmasi1 sonucu FMN olusur. FAD ise yapisinda
FMN ve FMN’ye bagl adenilat (AMP) bulundurur [37].

Flavoenzimler yapilarinda kofaktdor olarak FMN veya FAD tasiyan
enzimlerdir. Bu enzimler substratlarini, sulu ortamda bulunan molekiiler oksijenin
H,0,’ ye indirgenmesiyle yiikseltgeyerek {irtine doniistliriir. Enzimin
aktivitesinden sorumlu flavin molekiilii (FMN, FAD) apoenzime kovalent ya da
non-kovalent olarak baglanabilir. FAD’ m enzime kovalent olarak baglanmasi

enzimin polipeptid zincirindeki histidin (His), sistin (Cys) veya tirozin (Tyr)
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bolgeleri iizerinden otokatalitik olarak gerceklesir. Enzimin aktif bolgesine
kovalent olarak bagli bulunan FAD, enzimin yalin formuna (apoenzim hali) gore
daha kararli hale gelmesini saglar. Ayrica kovalent bagli FAD, flavin
modifikasyonu ve inaktivasyonunu engelleyerek gorev aldigi tepkimelerde
elektron transferi ile oksijen rediiksiyonunun daha kolay gergeklesmesine

yardimc1 olur [38].

Flavin adenin diniikleotid (FAD)

Flavin mononiikleotid (FMN)
NH,
Riboflavin N
y SN
<1
Ribitol o N7\
2 HO OH
8| X
o
7 6
zoalloksazin

Sekil 2.10. FMN ve FAD’ n yapis1 [37]

Flavoenzimler yliksek secicilikleri, kontrol edilebilirlikleri ve kimyasal
tepkimelerdeki verimlilikleri nedeniyle basta biyokataliz olmak {izere birgok

stirecte aktif gdrev alan molekiillerdir.

2.1.7. Sarkozin Oksidaz (E.C. 1.5.3.1))

Flavoenzim ailesinin amin oksidaz smifindan olan SOX, sarkozinin
oksidatif demetilasyonu sonucu glisin, formaldehit ve H;O;’ ye yikilimin
katalizleyen enzimdir. Bacillus [39,40], Corynebacterium [41], Arthrobacter [42],
Streptomyces [43], Pseuidomonas [44] gibi mikroorganizmalardan, karbon ve azot
kaynag1 olarak sarkozinin ilave edildigi besi ortaminda iiretilebilen bu intraseliiler
enzimin MSOX ve HTSOX olmak {izere iki tiirii bulunmaktadir.

HTSOX Corynebacterium, Arthrobacter tiirii mikroorganizmalardan elde

edilir ve a, B, v, & olmak iizere dort farkli alt birimden meydana gelir. Yapisinda
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hem kovalent hem de non-kovalent FAD bulundurur. Ancak MSOX dahil biitiin
amin-oksidaz sinifi enzimlerden farkli olarak HTSOX’ in tek kofaktorii FAD
degildir. Enzimin o alt birimi Nikotinamid adenin (NAD®) baglar fakat bu
koenzim katalitik olarak inaktiftir, B alt birimi MSOX’ dir ve yapisindaki kovalent
bagli FAD ile sarkozinden glisin, formaldehit, H»O, olusumunu katalizler, diger
iki alt birim y ve 6 ise 5,10-CHj-H, folat (hidrojen tetrahidrofolat) varliginda
sarkozinden glisin ve formaldehit yerine 5,10-CH,.tetrahidrofolat agiga ¢ikarir
[45].

CH3NH,"CH,CO, + Hyfolat — 5,10-CH,-H,folat + H,0, (2.5.)

Klinik uygulamalarda sarkozin ve kreatin metabolizmasindan kaynaklanan
hastaliklarin  tanisinda  genellikle enzimin diger tiiri olan MSOX ile
calisilmaktadir. MSOX yapisinda yaklasik 386 peptid zinciri bulunduran 43,8 kDa
agirliginda bir enzimdir [46]. Bacillus subtilis ve Bacillus cereus tiirii bakteriler
zengin MSOX kaynaklaridir. Diger amin-oksidaz sinifi enzimler gibi MSOX da
aktif bolgesinde FAD koenzimini bulundurur. FAD molekiilii enzime 1 mol enzim
icin 1 mol FAD olacak sekilde 8a-S-sistinil uglar1 (Cys 315 ucu) lizerinden
kovalent olarak bagli bulunur. FAD enzimin aktif bolgesinde bulunur ve enzimin
katalitik aktivitesinden sorumludur. MSOX’ 1 FAD bdlgesini igeren X-ray
gorintiileri Sekil 2.11 ve Sekil 2.12° de verilmistir.

Sekil 2.11. SOX-Sarkozin kompleksi X 1ginlar1 gériiniimii; sar1 renkli gucuklar FAD bolgesini,
beyaz c¢ubuklar hidrojen atomlarini, gri ¢ubuklar karbonu, mavi ¢ubuklar azotu ve

kirmizilar oksijen atomunu ifade etmektedir [47].
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(a)

Sekil 2.12. MSOX’ un FAD bélgesini igeren X 1sinlart goriiniimii [46]; a) FAD’ in apoenzime
baglandigi uglar, b) mavi: katalitik zincir, kirmizi: FAD’ la baglanan bolge, sari: FAD

MSOX, sarkozin (N-metil glisin), N-metil alanin, L-prolin gibi ikincil
amino asitlere etki eder. Enzimin aktif bolgesinde bulunan FAD tersinir
indirgenme-yliikseltgenme reaksiyonlar1 ile substrattan demetilasyon iiriinlerinin
ve H;0,’ nin olusmasini saglar. MSOX’ un etki ettigi her bir substrata kars1 ilgisi

farkl 6l¢iidedir ve enzim en yiiksek afiniteyi sarkozine kars1 gostermektedir [48].

Tablo 2.1. MSOX’ un farkl substratlarla belirlenmis ke, ve Km degerleri [48]

Substrat Kear (Min™) Km (MM) Kea/Km
(mint mM™)

Sarkozin 2730 +32 45+0.1 610

N-metil alanin 710+ 10 33+0.2 220

Prolin 25+09 130+ 10 0.19
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Sekil 2.13. MSOX’ un farkli substratlara etkisi

MSOX’ un sarkozine katalitik olarak etkisini agiklamak i¢in birka¢ farkli

mekanizma Onerilmistir. Bu mekanizmalar Sekil 2.14” de gosterilmistir.
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Sekil 2.14. MSOX igin 6nerilen farkli mekanizmalar [49]
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Onerilen 1 numarali mekanizmada, sarkozinin N atomundan flavin
halkasina tek bir elektron transferi gerceklesir ve amonyum radikali olusur.
Olusan amonyum radikali bir proton kaybederek karbonik radikali olusturur ve bu
yapidan flavin halkasina bir elektronun daha transfer edilmesiyle reaksiyon
tamamlanir. 2 numarali mekanizmada amin gurubu azotundan flavin halkasina
niikleofilik elektron saldiris1 gerceklesir ve flavine bagli bir ara basamak tirlinii
olusur. Elektron almaya hazirlanan flavin, aminin metil gurubundan bir protonun
¢ikisina izin verirken, bir 6dnceki basamakta olusan ara {iriin flavin halkasindan
kopar. Boylece flavin indirgenirken substrat ylikseltgenmis olur ve reaksiyon
sonlanir. 3. mekanizmada ise sarkozinden flavin halkasinin azotuna hidriir
transferinin olmasiyla reaksiyon gergeklesir [49].

MSOX’ un prostat kanseri belirteci olan sarkozinin oksidatif yikiminm
katalizledigi bilinmektedir. Reaksiyon sonucu agiga ¢ikan H,O;’ nin horseradish
peroksidaz (HRP) enzimi ile miktarinin belirlenmesiyle sarkozinin de kantitatif
tayini yapilabilir. Bu durum, MSOX enzimini sarkozin miktarinin belirlenmesinde
ve buna bagli olarak prostat kanseri tanisinda kullanilabilecek 6nemli bir enzim

haline getirmektedir.

2.2. Enzim On Deristirme ve Saflastirma Yéntemleri

Enzimler ticari olarak satin alinabildikleri gibi, laboratuvar kosullarinda da
daha fazla miktarda ve ucuz yollarla elde edilebilirler. Bunun i¢in enzimin segilen
bir kaynaktan izolasyonu, On deristirilmesi ve saflagtirilmasi gerekmektedir.
Dogal kaynaklardan (bitki, alg, mikroorganizma) izole edilen enzim ve proteinler
beraberinde istenmeyen Kkirlilikleri, kii¢iik molekiilleri ve baska proteinleri de
tasidiklar i¢in bunlardan arindirilmak tizere bazi 6n islemlere tabi tutulur. Bu
islemlerdeki amag ve prensip ilgilenilen enzimi veya istenmeyen molekiilleri ham
ekstraktdan uzaklastirarak ¢alisilacak enzimi daha temiz ve konsantre sekilde elde
etmektir. Bunun i¢in c¢oktiirme, filtrasyon, diyaliz, kolon kromatografisi gibi
cesitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yoOntemler ayni zamanda enzimi
saflagtirmak i¢in de uygulanabilir. Spesifik bir saflastirma saglamak icin ise

afinite kromatografisi ve tiirlerine basvurulmalidir.
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2.2.1. Kaynak Sec¢imi

Enzimin izole edilecegi kaynagin ucuz ve kolay yollarla temin
edilebilmesi olduk¢a dnemlidir. Bunun disinda segilen kaynak ilgilenilen enzimi
bol miktarda bulundurmali, izolasyon kosullarina (dondurma, 1sitma, karistirma,
parcalama) dayanikli olmali, ¢cabuk tiikenmemeli ve ¢evreye herhangi bir sekilde
zarar vermemelidir. Hayvansal kaynaklar karmagik yapilarla c¢alisilmasi
gerektiginden ve bazi durumlarda bilim etigini ihlal ettiginden ¢ok tercih
edilmemektedir. Bitkiler bu acidan daha avantajli olsa da kullanilmadan 6nce
ekilmesi, bliylitiilmesi gibi vakit alan siireclere ihtiyag vardir. Bu sebepler goz
Oniline alindiginda, mikroorganizmalar enzim izolasyonu i¢in tercih edilebilecek
ideal kaynaklardir [50-52].

Bacillus “Bacillaceae” familyasindan gelen ve yaklasik elli gesit tiirii
barindiran bir bakteri grubudur. En iyi bilinen tiirleri Bacillus subtilis, Bacillus
cereus ve Bacillus circulans’ dir. Bu tiirlerin cogu dogada; suda, ¢iiriiyen organik
materyallerde, toz ve toprakta, yesil sebzelerde yaygin olarak bulunmaktadir. Bu
bakteri grubunun Bacillus cereus gibi patojenik 6zellik gosteren tiirleri olsa da
insan veya hayvanda herhangi bir enfeksiyona neden olmayan bircok tiirii de
mevcuttur. Bacillus’ lar kiiltiire kolayca alinabilmeleri, besin isteklerinin az
olmasi, yapilarinda heterojenlik olmamasi ve hemen hemen biitiin enzimleri
uretebilmeleri gibi  Ozelliklerinden dolay1r endiistride de enzim iiretim

calismalarinda ¢okga tercih edilmektedir [53].

2.2.2. Coktiirme

Ham ekstraktta bulunan proteinlerin bulundugu ortamdan ayrilmasi i¢in
kullanilan genel yontemlerden biri ¢oktiirmedir. Bu islemin dayandigi prensip;
organik ¢0ziiciilerin, organik polimerlerin, nétral tuzlarim ve ortam pH’ 1min
etkisiyle protein molekiillerinin ¢6ziiniirliigiiniin degistirilmesidir.

Etanol ve aseton gibi polar organik ¢oziiciiler, sulu ¢ozeltilerde su ile yer
degistirdiklerinde ¢ozeltinin dielektrik sabitini ve buna bagli olarak da ¢dzme

kabiliyetini diisiiriirler. Boylece proteinlerin ¢okmesini saglarlar. Organik
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coziiciiler o6zellikle serum proteinlerinin ayrilmasinda yaygin olarak kullanilan
¢oktiiriicli ajanlardir.

Organik polimerlerin proteinlerin ¢oktiiriilmesi iizerine etkisi de organik
¢oziiciilerinkine benzerdir. Coktiirlicti olarak en yaygin kullanima sahip polimer
kolay ve ucuz yollarla elde edilebilme, toksik ve yanict olmama ayrica notr olma
ozellikleri nedeniyle molekil agirhgi  6000-20000 arasinda  degisen
Polietilenglikol (PEG)’ dir. Proteinlerin c¢oktiiriilmesi i¢in genellikle dustik
molekiil agirlikli PEG’ ler tercih edilir.

Proteinlerin ¢oktiiriilmesi i¢in kullanilan bir baska kolay ve ucuz yontem
ise ortamm pH’ 1 degistirilmesidir. Her proteinin negatif ve pozitif yiik
sayisinin esit oldugu bir pH degeri vardir ve bu deger izoelektrik nokta olarak
adlandirilir. Proteinler izoelektrik noktalarina ulastiklarinda nétr bir hal alirlar,
cozlinlirliikleri azalir ve c¢okerler. Bu yontem de serum proteinlerinin
ayristirllmasinda ve insiilin saflastirilmasinda kullanilmaktadir.

Proteinlerin su icerisinde oldukc¢a diisiik olan ¢oziiniirliikleri ortama
amonyum siilfat gibi nétral bir tuzun ilave edilmesiyle artirilabilir. Az miktarda
tuz ilavesi proteinlerin yiizeyinde veya i¢ kisimlarinda bulunan hidrofobik
gruplarin su ile etkilesimini artirir. Bu olaya salting in denir. Protein ¢ozeltisine
cok miktarda notral tuz ilave edildiginde ise proteinlerin genellikle i¢ kisimlarinda
yer alan hidrofobik gruplarin etrafindaki su molekiilleri tuz iyonlar tarafindan
uzaklastirtlir. Bu durumda hidrofobik gruplarin birbirleri ile olan etkilesimleri
artar ve proteinler denatiire olmaksizin ¢oker. Bu olay ise tuzla c¢oktiirme
anlamina gelen “salting out” seklinde adlandirilir. Salting out (tuzla c¢oktiirme)
islemi iyonik siddet gittikce artacak sekilde farkli derisimlerde tuz ¢ozeltilerinin
hazirlanmasiyla gradientli olarak uygulanir. Bunun amaci ham ekstrakt i¢inde

bulunan proteinlerin farkli tuz derisimleri etkisiyle birbirinden ayrilmasidir [54].

2.2.3. Diyaliz ve Ultrafiltrasyon

Proteinleri diistik molekiil agirlikli tuzlardan (NaCl) ve kiiciik

molekiillerden (glukoz) arindirmak i¢in genellikle diyaliz yontemi kullanilir.
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Diyaliz yonteminde, yar1 gecirgen bir membran igerisine yerlestirilen
protein ¢ozeltisindeki kiigiik molekiiller, ultramikroskobik gbzeneklerden
membranin disinda bulunan su veya uygun tampon c¢ozeltiye difiize olurken,
proteinler bu go6zeneklerden gecememektedir. Yari gecirgen zar sayesinde
istenmeyen molekiiller proteinlerden uzaklasirken dis tarafta bulunan sulu
cozeltideki molekiiller de membrandan gegerek proteinlere baglanir. Bu
molekiiller daha sonra ¢esitli kurutma yontemleri ile uzaklastirilir. Ortam suyunun
veya tamponunun belirli araliklarla degistirilmesiyle kiiclik molekiiller protein
cozeltisinden ayrilmis olur.

Ultrafiltrasyon da ayni prensiple calisan bir ayirma ve On deristirme
yontemidir. Diyalizden farkli olarak bu yontemde, kiigiik molekiillerin
uzaklastirilmasi i¢in santrifiij kuvveti gerekmektedir. Ultrafiltrasyon diyalize gore
daha hizli ve verimli bir ayrim saglamaktadir. Ucuz, kolay ve verimli bir
yontemdir. Agirliklart 1 kilodalton-300 kilodalton (kDa) arasinda degisen
molekiilleri ayirmak i¢in gelistirilen ultrafiltrasyon tiipleri biyokimyasal

caligmalarda oldukga tercih edilmektedir [54].

2.2.4. Kromatografik Yontemler

Kromatografi molekiillerin bir sabit ve hareketli faz arasinda fiziksel
etkilesimlere dayanarak ayrilmasi prensibiyle calisan ayirma ve saflastirma
yontemidir. Birgok kimyasal alanda oldugu gibi enzim saflastirma caligsmalarinda
da ozellikle kolon kromatografisine siklikla bagvurulmaktadir. Jel filtrasyon
disindaki kolon kromatografisi yontemleri adsorpsiyon mekanizmasina gore
ayrim yapmaktadir. Sekil 2.15° de farklt kromatografi tiirlerinin ayirma

mekanizmalar1 gorsel olarak verilmistir.
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Sekil 2.15. Kromatografik yontemlerin dayandigi ayirma prensibi [55]
Uygun deneysel kosullar saglandiginda (sicaklik, pH, tampon bilesimi

vb.) biitlin adsorpsiyon kromatografisi tiirleri proteinleri bulunduklar1 ekstrakt
icinde deristirme ve yliksek verimle saflagtirma islevine sahiptir. Ancak verimli
bir saflagtirma i¢in genellikle birden fazla kromatografik yontem bir arada
kullanilir. Bunlardan en yaygmm ve geleneksel olam1 Iyon Degisim
Kromatografisidir. Saflastirma caligsmalarinin % 67’ sinde birka¢ basamak halinde
uygulanan bu yontemde numunedeki uygun yiik ve biiyiikliikteki iyonlar hareketli
fazin iyonlariyla yarigsarak sabit faza baglanir ve daha sonra ortamin iyonik
siddetinin degistirilmesiyle kolondan eliie edilir. En ¢ok tercih edilen kolon
malzemeleri (sabit faz materyalleri) DEAE (dietilaminoetil) anyon degistirici ve
CM (karboksimetil) katyon degistirici reginelerdir. Jel filtrasyon kromatografisi
de molekiilleri boyutlarina ve sekillerine gore ayiran, % 60 oraninda tercih edilen
ikinci bir kromatografi tiirtidiir. Sabit faz olarak, gbzenekli yapida malzemelerin
kullanildig1 (agaroz, dekstran, poliakrilamid gibi maddeler veya bunlarin belirli
oranlarda karigimlar1)) bu kromatografi tiirlinde, protein 0Ornegi kolona
yiiklendikten sonra kii¢lik proteinler uygun boyut ve sekildeki porlara yerleserek
ilerlerken biiyiik proteinler gozeneklerle etkilesmeden, kolonu hizlica terk eder;
boylece ayrim saglanmis olur. Jel filtrasyon kromatografisi genellikle
saflagtirmanin baglangic basamagi olarak uygulansa da bazen birka¢ kez

tekrarlanmas1 gerekebilir. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi bu iki yonteme
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gore daha az (calismalarin % 18’ inde) tercih edilmektedir. Bu yontem ters faz
Hizli Protein Sivi Kromatografisi (HPLC) ile benzerlik gostermektedir. Numune,
apolar bir sabit faz iizerinden polar biz ¢oziicii ile gegirilir. Hidrofobik
karakterdeki molekiiller, Van Der Waals etkilesimleri ile sabit fazin yilizeyindeki
hidrofobik kisimlara tutunur. Daha sonra baglanan molekiiller hareketli fazin
polaritesinin diisiiriilmesiyle kolondan sokiilerek toplanir. Spesifik bir ayirma ve
verimli bir saflastirma saglayan afinite kromatografisi ise pahali bir yontem
olmas1 gerekgesiyle son yillara kadar ¢ok tercih edilmemis olsa da biyoteknoloji
alaninda yapilan caligmalar (alternatif afinite ligandlarinin ve destek
materyallerinin gelistirilmesi) afinite metodlarinin da yayginlagmasini saglamaistir.
Afinite kromatografisi saflastirma kat sayisin1 2-10 kata kadar artiran basarili bir

ayirma ve saflagtirma yontemidir [56,57].

2.2.5. Afinite Kromatografisi

Afinite  kromatografisi [58] biyomolekiillerin uygun ligandlarla
adsorpsiyon mekanizmasina gore ayrilmasini saglayan bir sivi kromatografi
tiridiir. Yiksek secicilik, spesifik ayirma, verimli saflagtirma gibi avantajlar
sayesinde birgok Dbiyolojik molekiiliin saflastirilmasinda  yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Afinite s6zciigii Latincede ilgi duyma anlamina gelen “affinitas”
kelimesinden tiiremistir. Afinite kromatografisinin c¢alisma prensibi de
biyomolekiillerin (proteinler, enzimler, karbonhidratlar vb.) molekiiler tanima ve
taninma Ozelligine dayanmaktadir. Bu yonteme gore biri hedef molekiil
(saflagtirilacak madde) digeri kati bir destek iizerine immobilize edilmis baglayici
molekiil olmak {izere iki madde birbirini yapisal olarak tanimakta ve bunun
sonucu olarak da elektrostatik veya hidrofobik etkilesimlerle, Van Der Waals
kuvvetleriyle ya da Hidrojen baglari ile tersinir olarak bir araya gelmektedir. Bu
yontem ile yapilan saflastirma ¢alismalarinda Tablo 2.2° de wverilen
biyomolekiillerden ve bu molekiiller arasindaki biyolojik etkilesimlerden

faydalanilmaktadir.
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Tablo 2.2. Birbirine afinite gdsteren bazi biyomolekiiller

Enzim Substrat, Inhibitér, Kofaktor

Antibadi Antijen, viriis

Hormon, vitamin Reseptor, tastyict protein

Niikleik asit Niikleik asit polimeraz, histonlar, tamamlayici zincirler
Lektin Polisakkarit, glikoprotein

Glutation GST (Glutation-S-Transferaz) fiizyon protein

Afiniteye dayali kromatografik saflastirma sistemlerinde hedef molekiiliin
baglandig1 madde ligand, ligandin {izerine tutturuldugu kati materyal de matriks
olarak adlandirilir. Matriks kimyasal ve fiziksel olarak inert olmali yani ligand ile
herhangi bir etkilesime veya reaksiyona girmemelidir. Ligand ise saflastirilacak
molekiile spesifik davranmali ve zayif tersinir baglarla baglanmalidir. Ligand ve
hedef molekiiliin sterik engeller gibi bazi1 etkiler nedeniyle baglanamadigi
durumlarda uzatic1 kollar kullanilabilir. Uzatict kollar, ligand ve hedef molekiiliin
baglanmasin1 kolaylastiran genellikle diiz zincirli hidrokarbon tlirevleri olan

kiiglik molekiillerdir [59].

( MATRIKS

' UZATICI KOL

. LIGAND

Sekil 2.16. Afinite kromatografisinin temel bilegenleri [59]
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Afinite kromatografisi pratik olarak uygulandiginda saflastirma isleminin
{ic basamakta tamamlandig1 goriiliir. ilk asamada hedef molekiilii igeren numune
kolonun (bir matrikse immobilize edilmis liganddan olusan sabit faz) {izerinden
uygun bir dengeleme (yikama) tamponu ile gegirilir. ikinci asamada hedef
molekiil sabit faza spesifik ve tersinir olarak baglanirken ligand ile baglanmayan
tirler kolonu terk eder. Son olarak hedef molekiiliin kolondan -eliisyonu
gergeklestirilir. Bunun i¢in afinite ortamina ya kompetetif baska bir ligand ilave
edilir ya da hareketli fazin iyonik siddeti, pH’ 1 ya da polaritesi degistirilir [60].
Boylece kolondan desorbe edilen biyomolekiil saf bir sekilde elde edilmis olur.
Asagida bu asamalar ve sonucunda elde edilen 6rnek bir afinite kromatogrami

verilmistir [61].

I Afirute kolomu yikema tampomu e
- .  dengelenir

2 Numune hareetl faz e (dengeleme
tamponu) kolona yiiklenir; hedef
molekiller kolona tersinir-spesifik
baglarla baglamrken dier molekiller
folonu terk eder.

3-Hedef molekil, ortama kompetetif
birligandin flave edilmesiyle veya
ortam kogullannin degistinlmesiyle
(pH, tyonik gile) kolondan sakilerek
toplanr.

temizlenerek tekrar dengzelenr

4- Afinite kolonu yikama tampor de J

Sekil 2.17. Afinite Kromatografisi islem basamaklar1 ve 6rnek afinite kromatogrami; Anadolu
Universitesi Biyokimya Laboratuvar’ nda yapilan MSOX enziminin saflastiriimasina
yonelik kromatogramda goriilen ilk pik hedef molekiilii igeren numune ortaminda
bulunan ve kolona tutunmadan ¢ikan tiirleri ifade etmektedir; eliisyon basladiktan sonra
(yesil ¢izgi sistemden ge¢mekte olan eliisyon ¢ozeltisinin yiizde derisimini ifade

etmektedir) alan ikinci pik ise kolona tersinir olarak tutunan hedef molekiile aittir.
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2.2.6. Afinite Kromatografisi Monolitik Destek Malzemeleri ve
Kriyojeller

Monolit kelimesi eski yunan dilinde tas, kaya parcast anlamina
gelmektedir. Birgok endiistriyel alanda yer alan monolitler afinite
kromatografisinde de destek materyali olarak kullanilan malzemelerdir.
Monolitlerde kiitle aktarimina karsi direng ve basing diismesi olduk¢a az
oldugundan bu maddelerin kullanildigi kolonlarda kiitle aktarimi olduk¢a kolay
gercgeklesir ve bu da kromatografik saflastirma siirecinin verimini artirir. Kullanim
alanina ve amacina uygun olacak sekilde disk, ¢ubuk veya kolon olarak hazirlanan

monolitler genellikle dogal polimerler ya da sentetik veya organik malzemelerdir.

Sekil 2.18. Farkli sekil ve boyutlarda hazirlanmis monolitik malzemeler

Afinite kromatografisinde saflastirilmak istenen biyomolekiiliin denatiire
edilmeden kolondan toplanmasi sistemin verimini etkileyen en Onemli
parametredir. Bu nedenle c¢alisilan sistemde meydana gelebilecek geri basing
oldukca diisiik olmalidir. Bunu saglamak i¢in de afinite kromatografisinde destek
materyali olarak makro gozeneklere sahip monolitlerden hazirlanan kolonlar
kullanilir. Biiylik gozenekli, bosluklu yapiya sahip malzemeler sivinin kolon
boyunca kolay bir sekilde akisina izin verir ve bdylece kromatografik ayirmanin
eliisyon giicii artar, verim yiikselir. Afinite kromatografisinde kullanilan

monolitler agagida 6zetlenmistir. Bunlar;

2.2.6.1. Organik Monolitik Polimerler

1990’ It yillarda Svec ve Frechet tarafindan gelistirilen bu polimerler [62]

bliyiik gézeneklere sahip, yiiksek oranda ¢apraz bag iceren malzemelerdir. Uygun
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monomer, ¢apraz baglayici ve baglatict varliginda basit polimerlestirme
teknikleriyle oldukca kolay bir sekilde elde edilebilirler. Bu malzemeleri
sentezlemek i¢in metakrilat ve benzeri bir¢gok monomer kullanilabilmekte ve bu
monomerlerin ¢esitliligi organik monolitik polimerleri endiistriyel alanda da
kullanilabilir hale getirmektedir.

2.2.6.2. Silika Iceren Monolitik Kolonlar

Silika tabanli monolitik kolonlar sol-jel yontemiyle, organo-silikonyum
malzemelerin polikondenzasyonu ve kismi hidrolizi sonucu elde edilebilir. Bu
malzemeler de organik polimerler gibi kolay kiitle aktarimina izin verecek yliksek
poroziteye sahiptir. 90’ 11 yillarda gelistirilen silika kolonlar ilk olarak 2000
yilinda Chromotin™ ismiyle ticari olarak sentezlenmis ve kimya ¢alismalarinda
yer almaya baglamistir [63].

2.2.6.3. Polimerik Jeller

Modern polimer kimyas1 agisindan bakildiginda jeller, makromolekiillerin
olusturdugu, kararli baglarla sabitlenmis, {i¢ boyutlu aglardan olusan, polimer
immobilize edilmis ¢o6ziicli sistemlerdir. Jeller, fiziksel ve kimyasal olmak tizere
temelde iki grupta toplanir, ancak polimerlesmeye neden olan etkilere gore farkli
alt siniflara ayrilmistir. Kemotropik jeller, iyonotropik jeller ve termotropik jeller

Tablo 2.3’ de belirtilen polimerik jellerin bazilaridir.

Tablo 2.3. Polimerik jellerin tiirleri

Polimerik Jelin Tiirii Polimerlesme Tiirii Ornekler

Kemotropik Molekiil i¢i kimyasal baglar Poliakrilamid, polistiren,
dekstran, poliakrilat

Iyonotropik Iyon-degisim reaksiyonlar Alginat-polilizin, kitosan-
polifosfat

Termotropik Sicakligin etkisi Agaroz, jelatin, hidroksietil
seliiloz

Fizikotropik Sogutma etkisi

Kriyptropik Dondurma etkisi Poli HEMA
Poli EDGMA
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Polimerik  jeller, kromatografi c¢alismalarinda kolon malzemesi,
elektrostatik calismalarda matriks, enzim immobilizasyonlar1 i¢in de tasiyici
malzemeler olarak kullanilmaktadir. Biyokimyasal uygulamalarin vazgegilmezi

olan bu jellerin son yillarda en popiiler olani kriyojellerdir [64].

2.2.6.4. Kriyojeller

“Kriyo, (cryo)” kelimesi eski yunancada “soguk, buz” anlamlarina
gelmektedir. Kriyojeller, monomerik veya polimerik baslaticilarin uygun
coziiciilerdeki ¢ozeltilerinin dondurulmasi sirasinda sekillenen birbirine baglantili
biiyiik gézeneklere sahip jel matrikslerdir. Birbiri ile baglantili makro gozenekler
ve siingerimsi morfoloji kriyojellerin en tipik 6zelligidir. Bu 6zellikleri sayesinde
difiizyonun etkin bir sekilde gerceklesmesine ve nano veya mikro partikiillerin
kiitle transferine katkida bulunurlar. Bagka bir deyisle, gozenekli ve elastik
yapilartyla kromatografik sistemlerde kolon malzemesi olarak kullanima
uygundurlar, ¢iinkii hareketli fazin kolondan geg¢mesiyle kolonda olusacak geri
basinct elimine ederler. Kriyojellerin sahip oldugu bu avantaj 6zellikle
biyomolekiillerin bozunmadan ve denatiire olmadan, kromatografik tekniklerle,
verimli bir sekilde saflastirilmasina imkan tanir. Kriyojeller gelistirildikleri
tarihten gliniimiize dek enzim, protein, hormon, karbonhirat [65-71], niikleik asit
[72] ve antibadi [73-75] gibi molekiillerin tanilanmasinda ve saflagtirilmasinda,

ayrica enzim immobilizasyonu [76-78] uygulamalarinda yaygin kullanima sahip

olmustur.
(a) Baslangi¢ sistemi (b) Donmus sistem (c) Erimig sistem
o P y__
|—-F ) _= v - i
- P Donma | ¢ | Erime L. ¥ «—F
3—b S 41— i - = - z
\q \n

Sekil 2.19. Kriyojel olusum siireci; 1) makromolekiiller, 2) ¢oziicii, 3) diisiik molekiillii maddeler,
4) donmus ¢oziicliniin polikristalleri, 5) donmamis sivi mikrofaz, 6) kriyojelin

polimerik gevresi, 7) makro gozenekler, 8) ¢oziicii [79]
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Kriyojeller Sekil 2.19° da basamaklar halinde gosterilen kriyojelasyon
stireciyle elde edilir. Kriyojelasyon, dondurma eritme seklinde gergeklesen bir
islemdir. Kriyojelasyon sirasinda, jel olusturacak ajanlar1 igeren reaksiyon
karisimi ¢oziiciinilin kristallenme noktasinin birka¢ derece altindaki sicakliklarda
dondurulur. Donmus sistem, tek bir kati blok halinde goériinmesine ragmen,
aslinda heterojendir ve donmus ¢oziicii kristalleri boyunca donmamis sivi mikro
fazi igerir. Jeli olusturacak ajanlarin donmamis s1vi mikrofaz igerisinde konsantre
hale gelmesiyle burada kriyokonsantrasyon olusur. Kriyokonsantrasyon su sekilde
aciklanir: Donmamis sivi mikro faz toplam baslangic hacminin ¢ok kiiclik bir
kismini olusturur, jel baslaticilarin konsantrasyonu dylesine ¢ok artar ki, bu durum
jel olusumunu tetikler. Donmus ¢oziictiniin kristalleri gézenek olusturucu ajan
olarak gorev goriir ve eridiginde, bulundugu yerde ¢oziicli ile dolu bosluklar,
baska bir deyisle makro gozenekler birakir. Coziicii ve jel fazi arasindaki ylizey
gerilimi ise gozeneklerin seklini yuvarlar ve gozenek yiizeyini piiriizsiiz hale
getirir. Kriyojeller kullanim alanina ve amacina gore kolon veya disk seklinde
sentezlenebilir [79].

Kriyojeller oda sicakliginda sentezlenen jellere gore bazi farkliliklar

gosterir. Bu farkliliklar Tablo 2.4° de kisaca verilmistir.

Tablo 2.4. Kriyojellerin diger jellerden farklar

Oda Sicakhginda Uretilen Jeller Kriyojeller

Monofaz Heterofaz

Transparan Opak

Kirilgan Siingerimsi

Coziiciinlin tlimi polimerik aga bagh Coziicli hem polimerik agda hem de
kapilerler iginde

Kriyojellerin su tutma kapasitesi (sigme davranisi), gdzenek biiyiikligii,

elastik yapisi gibi fiziksel 6zellikleri bazi etkenlere bagli olarak farklilik gdsterir.
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Bu etkenler; dondurma rejimi, capraz baglayici orani, baslangic monomer
konsantrasyonu olarak tanimlanabilir. Dondurma sicakligi ne kadar diisiik olursa
o kadar kiigiik boyutlu gozenekler meydana gelir. Daha kiigiik boyutlu kristaller
olusmasinin nedeni diisiik sicakliklarda kiiciik kristal olusumunun birgok yerden
baslamasidir. Ayrica, diisiik sicakliklarda, donmamis sivi mikrofazin hacmi azalir
ve boylece daha ince fakat daha yogun gozenek duvarlari olusur. Dondurma
sicaklig1 ne kadar yiiksek ise, biiyliyen buz kristallerinin boyutu o kadar biiytktiir
ve bunun sonucu olarak, daha genis gozenekli kriyojeller hazirlanir. Ancak,
yilksek dondurma sicakligi uygulanan kriyojelasyon rejimlerinde, c¢dzeltinin
donmama veya siiper soguk duruma gelme riski vardir. Bu yiizden, sicaklik
reaksiyon karisimini donduracak sekilde ayarlanmalidir. Kriyojeller hazirlanirken
ne kadar az miktarda capraz baglayict kullanilmis ise, yani yapidaki ¢apraz bag
orant ne kadar az ise, kriyojelin suda sisme oran1 o kadar fazladir.
Polimerlestirmeden Once ortamda bulunan monomerin konsantrasyonu ne kadar
yiiksek ise daha yogun ve kirillgan matriksler elde edilir, baslangi¢ konsantrasyonu
azaltildik¢a matriksler daha elastik ve slingerimsi bir yap1 gostermeye baslar [79].

Kriyojeller sahip olduklar1 ¢apraz baglar sayesinde fiziksel agidan dayanikli,
kimyasal agidan da kararlidir. Yapilarinda bulunan genis gozenekler ise
kriyojelleri  biyomolekiillerin ayrilmasinda kullamishh ve avantajli  hale
getirmektedir. Bunun yaninda kriyojellerin sahip oldugu siingerimsi, esnek yapz;
buna bagli olarak istenilen sekillerde sentezlenebilmeleri ve kolay modifiye
edilebilmeleri bu maddeleri yalniz saflastirma ¢alismalarinda degil; biyomedikal
malzemelerin tasarlanmasinda ve buna bagli uygulamalarda da kullanish hale

getirmektedir.

2.2.7. Afinite Kromatografisi Tiirleri ve Kullamlan Ligandlarin

Ozellikleri

Afinite kromatografisi spesifik ayirma, tek basamakta saflagtirma, yiiksek
verim ve geri kazanim gibi avantajlarinin yani sira pahali bir yontem olmasi
gerekcesiyle giiniimiize dek ozellikle biiylik olgekli proseslerde ve endiistriyel

alanda sinirhi kullanima sahip olmustur. Bu dezavantaja neden olan da bu
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dezavantajin giderilmesini saglayan da afinite kromatografisinin en Onemli
bileseni olan ligandlardir.

Afinite ligandlar1 biyolojik ve sentetik ligandlar olmak iizere iki grupta
toplanmuistir. Biyolojik ligandlar canli organizmalardan izole edilen protein,
peptid, oligosakkarit, oligoniikleotid gibi biyomolekiillerdir. Bu tiir ligandlar
biyouyumlu olmakla birlikte spesifiteleri sayesinde hedef molekiiliin yiiksek

verimle saflastirilmasini saglamaktadir.

a) Immunoafinite Kromatografisi (IAK): Afinite yontemlerinin bir tiirii olan
IAK’ de kullanilan ligandlar (antibadiler) biyolojik ligand sinifina
girmektedir. Ozellikle serum ve plazma proteinleri ile ilgili uygulamalarda ve
buna bagli olarak klinik alanda tercih edilen bir yontem olan IAK’ de [80-83]
saflagtirma islemi, biyolojik bir numuneden ayrilmak istenen antijenin kat1 bir
destege immobilize edilmis uygun antibadi ile miikemmel bir uyum sonucu
baglanmas1 prensibine dayanmaktadir. Biyolojik ligandlar avantajlarina
karsilik; zor ve pahali yollarla sentezlendiklerinden, in vitro ortamda kararl
halde kalmalar1 olduk¢ca zor oldugundan ve kusursuz bir baglanma
yapmalarina ragmen diisiik baglanma kapasitesine sahip olduklarindan her

durumda tercih edilmemektedir.

Sentetik ligandlar ise bu problemlerin giderilmesini saglamaktadir. Bu tiir
ligandlar, piirin ve primidin tiirevleri gibi bir¢ok dogal biyomolekiiliin yeniden
sentezlenmesi veya modifikasyonu ile elde edilir. Bazi tekstil boyalar1 ve metal
selat iyonlar1 afinite kromatografisinde en ¢ok kullanilan sentetik ligandlara

ornektir.

b) Boya Afinite Kromatografisi: Boya afinite kromatografisi olarak
adlandirilan kromatografi tiirtinde kullanilan ligandlar sentetik boyalardir. Bu
konuda yapilan ilk ¢calismada ligand olarak Sephadex G-200 materyali iizerine
kovalent baglarla immobilize edilmis Cibacron Blue F3GA boyasi kullanilmig
ve mayadan piruvat kinaz enzimi saflastirilmistir [84]. Bu tiir boyalar sentetik
olmalarina ragmen protein ve enzimlerin substratlarinin, kofaktorlerinin ya da

baglanmadan sorumlu bolgelerinin yapisini taklit ederek bir¢cok enzim veya
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protein ile etkilesebildiginden afinite ligandlar1 olarak tanimlanmistir [85].
Ticari tekstil iiriinleri olan bu boyalar suda ¢6ziinebilen molekiiller olup,
boyaya rengini veren kromofor gruplar bulundurmakla birlikte sahip olduklari
triazin halkalariyla yapisinda —OH tasiyan agaroz, seliiloz, poliakrilat gibi
bircok matrikse kovalent olarak kolayca immobilize edilebilmektedir [86].
Boya ligandlar1 ucuz ve kolay bulunabilme, kararli olma ve afinite destek
malzemelerine kolayca immobilize edilebilme gibi avantajlar1 nedeniyle
enzim ve protein saflastirma c¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir
[87-90].

c) Immobilize Metal Afinite Kromatografisi IMAK): IMAK’ da
ligand olarak kati destek materyaline immobilize edilmis metal iyonlari
kullanilir. Genellikle Lewis asidi olarak tanimlanan ve elektron cifti kabul
eden Cu(ll), Ni(ll), Zn(l1), Co(ll), Fe(ll) gibi metaller tercih edilir. Protein
saflastirma caligmalarinda da hedef biyomolekiiliin secilen metal ligandina
kars1 gosterdigi afiniteden yararlanilir. Metal ligand kat1 destege iminodiasetik
asit (IDA) gibi selatlayict ajanlar yardimiyla tutturulur ve proteinin kati
destege adsorpsiyonu protein yiizeyindeki elektron verici gruplar ile
immobilize metal iyonu arasindaki koordinasyon olusumuna dayanir. IMAK
uygun metallerin makro gozenekli kriyojel destek malzemelerine immobilize
edilmesiyle bir¢ok protein ve enzim saflagtirma calismasinda [91-94] basarili

bir afinite teknigi olarak kullanilmaktadir.

Sentetik ligandlarin ekonomik avantajlarina karsilik biyolojik ligandlara gore
secicilikleri daha diisiiktiir ve bazilar1 toksik etkiye sahiptir. Tablo 2.5° de
biyolojik ve sentetik afinite ligandlar1 karsilastirilmistir [95].

Tablo 2.5. Biyolojik ve sentetik ligandlarin karsilagtiriimasi

Ligand Tiirii Secicilik Kararhhk Kapasite Maliyet Toksisite
Biyolojik Cok yiiksek Orta-Diisiik Yiiksek Yiiksek Cok diistik
Sentetik Orta Yiksek Orta-Diisiik Orta-Diisiik Orta
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2.3. Hizh Protein Sivi Kromatografisi (FPLC)

FPLC, proteinlerin ayristirilmasi, saflastirilmasi, nicel olarak belirlenmesi
ve nitelendirilmesi, peptid vb. ayrimlarinin gergeklestirilmesi amaciyla
gelistirilmis bir sivi ve kolon kromatografisi modelidir. Ozellikle membran
proteinleri basta olmak iizere, proteinlerin tek bir adimda saflastirilmasini
saglamas1 nedeni ile yapilan biyokimyasal ¢alismalarda son zamanlarda oldukca
yaygin olarak kullanilmaktadir. Sistemin temeli basit bir kromatografik ayrima
dayanmaktadir. Saflagtirillmak istenen enzim veya protein, uygun bir hareketli faz
ile (tampon ¢ozelti), hazirlanan kolonun iizerinden gegirilir; kolona tutunmayan
tiirler kolonu hemen terk ederken; kolona tersinir olarak tutunan numune eliisyon

cozeltisi ile kolondan saf bir sekilde toplanir.

Distributeur
Pompe A
Mélangeur

Pompe B

colonne

Tampon A Tampon B N
| moniteur
Conductimétre uv

Sekil 2.20. FPLC cihazi ana bilesenleri

Sekil 2.20° de goriildiigii gibi FPLC cihaz1 temel olarak; ¢oziicii kabi, pompalar,
enjeksiyon Ttnitesi, kolon, dedektor, fraksiyon toplama iinitesi ve bir de veri
kaydediciden (bilgisayar) olusmaktadir. Coziicii kaplarinda kolonu sartlandirma
¢ozeltisiyle, tutunan numuneyi kolondan sokme amagli eliisyon ¢ozeltisi bulunur.

Pompalar bu ¢ozeltileri cihaza verilen komuta bagli olarak once enjeksiyon
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initesinden, ardindan cihaza yiiklenen numuneyi de alarak, belirli bir hizda
kolondan gegirir. Kolonu sirayla terk eden tiirler dedektore ulasir ve belirli
fraksiyonlarda 6rnek toplama {initesindeki tiiplerde toplanir. Bilgisayar ise
dedektorden gelen sinyallere bagli olarak olusan piklerin kromatogram halinde
goriintiilenmesini saglar.

Bir FPLC kromatograminda gozlenen ilk pik kolona tutunmadan kolonu
terk eden tiirlere aittir. Bu tiirler sartlandirma ¢ozeltisiyle birlikte kolondan ayrilir.
Kolon malzemesine afinite, hidrofobik etkilesim, iyonik yiik ve biiyiikliikk gibi
cesitli etkenlerle ve zayif baglarla baglanan hedef molekiil ise, sistemden eliisyon
¢ozeltisinin (uygulamaya gore degisir ancak enzim saflastirma g¢aligmalarinda
genellikle 1 M NaCl igeren tampon ¢ozelti kullanilir) gegirilmesiyle kolondan
sokiiliir ve dedektore ulasir. Boylece kromatogramda bir pik daha olusur ve bu pik
cihaz ile tek basamakta saflastirilan biyomolekiile aittir. Ornek bir FPLC

kromatogrami Sekil 2.17° de verilmistir.

2.4. Afinite Kromatografisi ile Enzim Saflastirmanin Onemi

Enzimler, gliniimiizde bir¢ok hastaligin tanisinda, tedavisinde ve bu
hastaliklara yonelik ila¢ sentezinde uygulama alanina sahip biyomolekiillerdir. Bu
nedenle basit ve ekonomik yollarla elde edilebilmeleri olduk¢a ©Onemlidir.
Bitkisel, hayvansal veya bakteriyel kaynaklardan izolasyonu saglanan enzimin
yiiksek konsantrasyonlarda saf bir sekilde elde edilebilmesi i¢in ¢esitli saflastirma
tekniklerine ihtiya¢ vardir. Enzim saflagtirma uygulamalarinda genel olarak
kromatografik yontemlere basvurulmaktadir. Caligmanin amacina gore uygun
kromatografik teknigi segmek saflagtirma isleminin en 6nemli basamagidir.

Oncelikle hedef enzime uygulanacak saflastirma ydntemi yiiksek verimle
ve enzimin kararliligin1 bozmadan calismalidir. Bir baska onemli parametre ise
yontemin diisiik maliyetli ve kolay uygulanabilir olmasidir. Secilen teknikte
kullanilacak saflagtirma bilesenleri tekrarlanabilir analizlere uygun tasarlanmalidir
ve ¢ok diisiik derisimlerde numunelerle dahi ¢alisilabilmelidir.

Afinite kromatografisi, biyomolekiillerin tek basamakta, spesifik ve
verimli bir sekilde saflagtirilmasini saglamaktadir. Temelinde pahali olarak

bilinen afinite kromatografisi saflastirilacak enzimin afinite gosterdigi herhangi
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bir molekiilin (metal, boya, organik sentez molekiilleri) ligand olarak
kullanilmasiyla ucuz bir yontem haline getirilebilmektedir. Iyon degisim, jel
filtrasyon gibi ylik ve boyuta gore ayrim yapan kromatografik yontemler ne kadar
secici olurlarsa olsunlar spesifik bir ayirmadan c¢ok gurup ayirma
gerceklestirmektedir. Bu nedenle, ayn1 numunede bulunan sarkozin oksidaz ve 3-
glukoz oksidaz gibi benzer yapi, ylik ve boyuttaki iki enzimi bahsedilen
yontemlerle birbirinden ayirmak zor olabilmektedir. Afinite kromatografisi ise
enzimler ve substratlar1 arasindaki molekiiler tanimaya ve bunun sonucu olarak
spesifik baglanmalara dayali ayrim gergeklestirdiginden yalnizca istenen enzimin,
bulundugu protein havuzundan ayrilmasini saglamaktadir. Ayrilmak istenen
enzimin bulundugu ortamda miktar1 olduk¢a diisiik olsa bile verimli bir
saflastirma gergeklesmektedir.

Enzimler hastaliklarin tan1 ve tedavisinde, bu hastaliklara yonelik ila¢ ham
maddelerinin sentezinde, genetik kusurlarin giderilmesinde ve buna benzer bir¢ok
alanda kullanilan molekiillerdir. Bu nedenle en verimli sekilde elde edilebilmeleri
olduk¢a Onemlidir. Afinite kromatografisi sahip oldugu spesifiklik, verimlilik,
tekrarlanabilirlik, kolay uygulanabilirlik gibi avantajlari nedeniyle enzim
saflagtirma calismalarinda kullanilabilecek ve yeni ligandlarla yeni kolon

sistemlerinin gelistirilmesiyle daha da basarili hale gelecek bir yontemdir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
3.1.1 Kullanilan Kimyasallar

Bu c¢alismada enzim {iretimi i¢in gerekli Nutrient Broth besi yeri
Acumedia Neogen firmasindan, bakteri suslar1 (Bacillus Cereus) Eskisehir
Osmangazi Universitesi Biyoloji Boliimii’ nden, Sarkozin Alfa Aesar’ dan,
Proteaz Inhibitorii Sigma’ dan temin edilmistir. Enzim aktivitesi calismalarinda
kullanilan 4-Aminoantipirin (4-AAP), Fenol, ticari Monomerik Sarkozin Oksidaz
(MSOX) ve ticari Horseradishperoxidase (HRP) enzimleri Sigma’ dan; enzim
orneklerinin protein igeriginin belirlenmesinde faydalanilan Bradford Belirteci
Amresco’dan, Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma’ dan alinmustir. Jel
elektroforez ve kriyojel kolon sentezleme islemlerinde kullanilan Sodyum
dodesilsiilfat (SDS) Alfa Aesar’ dan, N,N’ Metilenbisakrilamit (MBA) Sigma
Aldrich’ den, Hidroksi etilmetakrilat (HEMA) Acros’ dan, Amonyum persiilfat
(APS) ve Tetraetilmetilendiamin (TEMED) Sigma’ dan, Coomassie Blue Appli
Chem’ den, Akrilamid Merck’ den temin edilmistir. Caligmalarin kalan kisminda
kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup farkli firmalardan alinmistir. Asetik
asit (CH3COOH) ve Sodyum hidroksit (NaOH) Riedel-de Haen firmasindan,
Metanol (CH3OH), Etanol (C,HsOH), Sodyum fosfat monobasic, Potasyum
fosfat dibasic Sigma’ dan, Amonyum siilfat ((NH4),SO,4) Panreac’ dan, Sodyum
Kloriir (NaCl) Kimetsan’dan, Tris(hidroksimetil)aminometan ve Hidroklorik asit
(HCI) Merck’den, Metakriloil kloriir, L-Histidin, Sodyum nitrit (NaNOy),
Potasyum karbonat (K,CO3) Sigma-Aldrich’ den alinarak uygun kosullarda
saklanmigtir. Saf su Thermo Scientific firmasindan alinan saf su cihazindan elde
edilmis olup iletkenligi 18 megaohmem™ dir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Bu c¢alismada sentezlenen monomer ve polimerlerin karakterizasyonunda
Perkin Elmer Spektrum 100 FT-IR spektrometresi, yiizey morfolojisinin
incelenmesinde Zeiss Ultra Plus SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) ve
polimerlerin yiizey alaninin belirlenmesinde Quantachrome Nova 2200E model

spesifik yiizey alani 6l¢iim (BET) cihazi kullanilmistir. Bakterilerin ¢ogaltiimasi
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icin hazirlanan besi yerinin sterilizasyonu JSR JSAC-40 model otoklav ile
saglanmistir. Bakteriler Thermo Formo Orbital Shaker’ da ¢ogaltilmis, Bandelin
marka sonikator kullanilarak ses dalgalar1 ile parcalanmistir. Enzim saflagtirma
islemi AKTA P-920 UPC-900 model FPLC (Hizl1 Protein Sivi Kromatografisi)
cihazi ile yapilmis, enzimin protein igerigi ve aktivitesi BioTek Synergy Hl
ELISA Reader ile yapilan UV absorbans oOlclimleri ile tayin edilmistir. SDS
PAGE analizi ise Thermo Scientific elektroforez sistemi ile gergeklestirilmistir.
Calisma siiresince hazirlanan tampon c¢ozeltilerin pH’ lar1 HANNA HI1 2211
pH/ORP metre ile dl¢lilmiistiir.

3.2. Metod
3.2.1. Kriyojel Temelli Ayirma Kolonlarinin Hazirlanmasi
3.2.1.1. Metakrilamidohistidin (MAH) Fonksiyonel Monomerinin

Sentezi

MAH monomerinin (Sekil 3.1) sentezi [96] i¢in uygulanan prosediirde 5 g
histidin ve 0.2 g NaNO; 30 mL K,CO3 (%5 v/v) ¢6zeltisi i¢inde ¢6ziilmiis ve bu
¢ozelti 0 °C’ ye kadar sogutulmustur. 4.0 mL metakriloil kloriir azot atmosferi
altinda bu ¢ozeltiye yavasca eklenmistir. Daha sonra bu ¢ozelti oda sicakliginda
manyetik karistirict ile 2 saat karigtirllmistir. Kimyasal reaksiyon siiresinin
sonunda bu ¢ozeltinin pH’ 1 7° ye ayarlanmig ve reaksiyon karigimi etil asetat ile
eksrakte edilmistir. Sulu faz doéner buharlastirici ile uzaklastirilmis ve kalan kisim

(MAH) etanol ve etil asetat ile kristallendirilmistir.

H2C\\—_//o H
0
3 \CH—-CH
HO—C/ 2
\\o

Sekil 3.1. MAH monomerinin agik yapisi
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3.2.1.2. MAH-Sarkozin Nanopartikiil Sentezi

MAH-Sarkozin nanopartikiiller literatiirde yer alan Belmont ve ark.
yapmis olduklar1 miniemiilsiyon polimerizasyonu yontemiyle hazirlanmistir [97].
Oncelikle 0,5 mmol sarkozinin 1mL’> 1lik c¢ozeltisi iizerine 1,72 mmol
metakrilamidohistidin (MAH), 6,9 mmol etilenglikoldimetakrilat (EDMA), 80 uL
hegzadekan ve 30 mg 2,2' azobisizobiitironitril (AIBN) eklenerek organik faz
hazirlanmigtir. Daha sonra organik faz; 18 mL su igerisinde hazirlanmig 38,5 mg
SDS igeren sulu faza eklenerek kalip molekiiliin ¢6ziinmesine yardimci olmak i¢in
1 dakika ultrasonik banyoda tutulmustur. Ardindan hazirlanmis polimer karigimi
polimerizasyonun gergeklesmesi igin 18 saat boyunca 65 °C’ de su banyosunda
bekletilmistir. Polimerlesme gergeklestikten sonra sudan SDS’ yi uzaklagtirmak

icin 3 kez 5 saat boyunca diyaliz edilmistir.

3.2.1.3. MAH-Sarkozin Nanopartikiil Gomiilmiis Kriyojel Sentezi

260 uL HEMA monomeri ve 56,6 mg capraz baglayici MBA suda
coziilerek 1 saat boyunca karistiritlmistir. Ardindan daha 6nce sentezlenen MAH-
Sarkozin 2000 ppm olacak sekilde ¢ozeltiye ilave edilerek 5 dakika sonikasyon
islemine tabi tutulmustur. Hazirlanan siispansiyon 5 mL’ lik siringa icine alinarak
bir siire buz banyosunda sogutulduktan sonra reaksiyon baslatici ajanlar; APS ve
TEMED karisima ilave edilmistir. Polimerlesme baslayana kadar buz banyosunda
tutulan karisim daha sonra -20 °C” de 16 saat bekletilmis boylece polimerlesme
tamamlanmistir. Hazirlanan kolon 16 saat sonunda +4 dereceye alinarak

kullanima kadar etil alkol igerisinde saklanmustir.

3.2.2. Karakterizasyon Calismalari

3.2.2.1. Sisme Testi

Bir onceki asamada sentezlenen kriyojel kolonun [poliHEMA- MAH

Sarkozin)] sisme kapasitesi asagidaki yontem izlenerek belirlenmistir.
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Kuru polimer + 0.0001 duyarlikla tartilmis ve 24 saat boyunca, oda
sicakliginda, 50 mL saf su icerisinde bekletilmistir. Bir giin sonunda sudan
cikarilan polimerin yiizeyindeki su siizge¢ kagidi yardimi ile alindiktan sonra
polimer tekrar tartilmistir. Polimerin ilk agirhigt (Wi) ile son agirligt (Ws)
kaydedilerek ve Denklem 3.1 kullanilarak poli(HEMA-MAH-Sarkozin)’ in yiizde

su tutma kapasitesi hesaplanmaistir.

Sisme Orani (%) = [ ;

Ws-Wwi
w

] x 100 (3.1.)

3.2.2.2. FT-IR Analizi

MAH, MAH-Sarkozin ve poli(HEMA-MAH-Sarkozin) numunelerinden
ayrt ayri yaklasik 0.1-0.2 g kadar tartilmis, FT-IR cihazinin bir modu ve pargasi

olan ATR bagligi ile her bir numunenin spektrumu alinmistir.

3.2.2.3.Yiizey Alam Olciimii

Poli(HEMA-MAH-sarkozin) monolitinin spesifik ylizey alan1 BET cihaz1

kullanilarak belirlenmistir.

3.2.2.4.Yiizey Morfolojisi

Poli(HEMA-MAH-sarkozin) monolitinden aliman bir kesit oda
sicakliginda kurutularak SEM cihazinin 6rnek haznesine yerlestirilmis ve vakum
altinda altin tabakasi ile kaplanmistir. Ardindan taramali elektron mikroskobu ile

polimerin yiizey morfolojisine ait goriintiiler alinmastir.

3.2.3. Enzim Uretimi ve On Deristirilmesi

Bacillus cereus bakteri suslari, Nutrient Broth besi yerinde, 37 °c, 150
rpm’ de 18-24 saat boyunca ¢ogaltilmistir (Sekil 3.2). Besi yerine karbon ve enerji
kaynagi olarak sarkozin ilave edilmistir. Cogaltilan bakteriler, 4 %C> de 12000 rpm

devirle 10 dakika boyunca santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiis daha sonra ses dalgalari
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ile parcalanmistir. Lizatin igerdigi proteinler % 55-70 araliginda amonyum siilfat

ile gradientli olarak ¢oktiiriilerek ortamdan ayrilmistir.

a)

Sekil 3.2. a) Bakteriler iremeden 6nce, b) bakteriler iiredikten sonra besi yeri goriiniimii

3.2.4. Enzim Saflastirilmasi

Bakterilerden izole edilen MSOX poli(HEMA-MAH-Sarkozin) bagli
kriyojel kolonu iizerinden Hizli Protein Sivi Kromatografisi (FPLC) sistemi
kullanilarak saflagtirilmistir  (Sekil 3.3). Kolonu yikama, sartlandirma ve
numuneyi kolona ylikleme ¢ozeltisi olarak 50 mM pH 7,8 fosfat tamponu,
enzimin kolondan desorpsiyonunu saglamak i¢in ise 1M NaCl igeren 50 mM pH
7,8 fosfat tamponu kullanilmistir.

Sekil 3.3. Anadolu Universitesi Biyokimya Laboratuvart FPLC cihaz1
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3.2.5. Enzimin Protein Icerigi ve Aktivite Tayini

Bakteri suslarindan izole edilen ham ekstrakt ve tuzla ¢oktiirme sonrasi
deristirilen 6rneklerin protein igerigi Bradford yontemi [98] kullanilarak asagida
Ozetlenen prosediire gore belirlenmistir.

Bu amagcla; Bradford belirteci ile 1:10 oraninda, 10 dakika boyunca
etkilestirilen numunelerin 595 nm’ de UV absorbans olgtimleri yapilmistir. Farkli
derigsimlerdeki BSA (Bovine Serum Albumin) standart ¢ozeltileri ile hazirlanan
kalibrasyon grafiginin denkleminden (y=mx+n) yola ¢ikilarak absorbansi bilinen
numunelerin (y) igerdikleri protein miktar1 (x) belirlenmistir.

MSOX aktivitesi ise sarkozinin enzimatik yikimi sonucu agia c¢ikan
H20,” nin kantitatif olarak tayin edilmesi ile gerceklestirilmistir. H,O,, HRP
enzimi varhiginda 4-Aminoantipirin  (4-AAP) ve fenoli pembe renkli
quinoneimine dye bilesigine yiikseltgemektedir.

. MSOX - .
Sarkozin + H,O0 + O, 5 Glisin + Formaldehit + H,0,  (3.2.)

HRP
2 H,0, + 4-AAP + Fenol ——— Quinoeimine dye + 4 H,0 (3.3)

Sarkozin, MSOX, 4-AAP, Fenol ve HRP igeren reaksiyon karisimi 37 °C
de 10 dakika boyunca inkiibe edilmis, reaksiyon sonucu olusan pembe renkli
iriinlin (quinoneimine dye) 495 nm’ de UV absorbansi 6l¢iilmiistiir. Yalnizca
enzim katalizi sonucu agiga ¢ikan H;O,’ nin tayin edilebilmesi i¢in reaksiyon
karigimiyla ayni bilesenleri igeren, ancak igcinde MSOX enzimi bulunmayan bir
sahit (kor) numune hazirlanmistir. On dakika boyunca gerceklestirilen
reaksiyonda enzim aktivitesini durdurmak i¢in ortama % 0.3’ liik SDS ¢6zeltisi
ilave edilmistir. Son olarak Denklem 3.4 [98-101] yardim1 ile MSOX aktivitesi
hesaplanmistir. Bir enzim {initesi, 37 oc sicaklikta, 1 dakikada, 1 pmol H,0O,

ureten enzim miktart olarak tanimlanmaktadir.

_ (Aii—A0)x 0,3 xdF
15,5 x%xo,os x10

Enzim Unitesi (1)

— (3.4
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Ai: Urliniin absorbansi

Ao: Kor 6rnegin absorbansi

0,3: Karigimin toplam hacmi (mL)

df: Seyreltme Faktorii

15,5: Uriiniin Ekstinksiyon Katsayisi

Y2 Diizeltme faktorii (1 mol HO,’den 1 mol quinoneimine dye olugsmaktadir)

0,05: Karisimdaki enzim hacmi (mL)

10: Reaksiyon siiresi (dakika)

3.2.6. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler ve Kinetik Incelemeler

Saflastirilan MSOX” un aktivitesi, farkli pH (a) ve sicaklik (b) araliklari ile

farkli enzim (c) ve substrat (d) derisimlerinde boliim 3.2.5° de agiklanan yontemle

Olciilmiistiir.

a)

b)

d)

pH’ 1n enzimatik reaksiyonun hizina etkisinin incelenmesi i¢in pH 3-9
araliginda hazirlanan tampon c¢dozeltilerle MSOX aktivitesi tayin
edilmistir.

Sicakligin reaksiyon hizina etkisinin incelenmesi i¢in 25-60 OC sicaklik
aralifinda enzim aktivitesi ol¢iilmiistiir.

Saflagtirilan  enzimin protein derisimi Bradford yontemi ile
belirlendikten sonra enzim Ornegi tayin sinirlari igerisinde belirli
oranlarda seyreltilmis (2-50 kat) ve enzimin farkli konsantrasyonlarinin
reaksiyon hizi {izerine etkisi incelenmistir.

Sabit sicaklik, pH ve enzim konsantrasyonunda, substrat (sarkozin)
derisimi gittikge artirilarak cozeltiler hazirlanmig ve farkli substrat
konsantrasyonlarma (2-50 mM) kars1 enzimin aktivitesi Olgiilerek

reaksiyon hizindaki degisimler belirlenmistir.

Enzim kinetigi ¢alismalar1 dahilinde ise enzime ait Vmak ve Km degerleri

belirlenmigtir. Bunun ig¢in substrat derisimine karst ¢izilen enzim aktivitesi

grafiklerinden yararlanilmistir (Michaelis Menten ve Lineweaver Burk). Bu

grafiklere gore; enzimin maksimum aktivite gosterdigi deger MSOX enziminin
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maksimum hizin1 (Vmak); enzimin maksimum hizinin yarisina karsilik gelen
substrat derisimi de Km degerini vermektedir. Km; Menten sabiti olup enzimin

substratina olan ilgisinin bir dl¢iistidiir.

3.2.7. SDS-PAGE Analizi

SDS-PAGE analizi i¢in Oncelikle 29:1 oraninda akrilamid-bis
monomerleri ile, TEMED, APS, SDS ve pH 8.8 Tris tamponu kullanilarak % 10’
luk poliakrilamid jel hazirlanmistir. Analizi yapilacak numunelerden 15° er pL
aliarak her biri 15 pL Coomassie Blue G boyasi ile karistirilmig, karigimin
homojen bir sekilde gerceklesmesi icin numuneler bir siire 1sitilmistir. Ardindan
tanka dokiilen jelde uygun bir tarak ile esit hacimde kuyucuklar agilmig, tank
tampon c¢ozelti ile doldurulmus, numuneler agilan kuyucuklar {izerinden jele
yiikklenmistir. Enzim Orneklerinin jelde ilerlemesi icin 25-35 mA akim
kullanilmistir. Analiz sonunda tanktan ¢ikarilan jel dnce Coomassie Blue boya
¢ozeltisi i¢inde bekletilmis daha sonra proteinlere ait bantlarin goriintiilenmesi
icin belirli araliklarla yikama ¢ozeltisi (35 mL asetik asit + 25 mL metanol) ile
yikanmigtir. Saflastiritlan MSOX’ un saflig1 ve molekiil agirligi bu 6rnege ait bant

ile ticari MSOX a ait bandin karsilagtirilmasiyla belirlenmistir.

44



4. BULGULAR
4.1. MAH, MAH-Sarkozin ve Poli(HEMA-MAH-Sarkozin)’ in
Karakterizasyonu
4.1.1. MAH, MAH-Sarkozin ve Poli(HEMA-MAH-Sarkozin)’ in
FT-IR Spektrumu

MAH monomerinin FT-IR spektrumu incelendiginde (Sekil 4.1) MAH
yapisina ait belirgin bantlar goriilmektedir. 3675 cm™ de yapidaki karboksilik
asidin —OH bandi, 2988 ve 2901 cm™ de yapida bulunan —C-H baglarinin gerilme
titresimleri 1250 cm™ de ise simetrik —C-H egilme titresimleri gézlenmektedir.
1066 cm™ de goriilen bant yine karboksilik asidin —C-O bagma aittir. MAH
yapisinda ayrica bulunan -CH-NH-CH (ikincil amin) grubuna ait bantlar ise 2335

ve 2359 cm™ frekanslarina denk gelen bolgede yer almaktadir.
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Sekil 4.1. MAH’ 1n FT-IR spektrumu

MAH-Sarkozin’ in FT-IR spektrumu (Sekil 4.2) incelendiginde 3645 cm
L de yapidaki MAH ve sarkozinde bulunan karboksilik aside ait —OH esneme
titresiminin bandi goriilmektedir. 2957 cm™ de -C-H gerilmesini, 1720 cm™ de
karbonil (-C=0) grubunu ifade eden karakteristik bantlar yer almaktadir. 1452 ve
1251 cm™ de asimetrik ve simetrik -C-H egilme titresimleri gdzlenmektedir.
1141 cm™ deki bant sarkozin ve MAH yapisinda bulunan karboksilik asidin -C-O

gerilmesine aittir.
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Sekil 4.2. MAH-Sarkozin’in FT-IR spektrumu

Poli(HEMA-MAH-Sarkozin) kriyojelinde (Sekil 4.3) 3302 cm™ (-OH) ve
1151 cm™ (-CO-O-C) frekanslarinda HEMA” daki fonksiyonel gruplara ait pikler
goriilmektedir. Bu pikler disinda 1658 em™ de sarkozindeki amit 1 (-H-N-C=0)
titresimine ait karakteristik bant gozlenmektedir. Bunun disinda gézlenen bantlar
MAH ve sarkozin yapisina ait olup (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2) bu maddenin kriyojele

basaril1 bir sekilde immobilize edildigini gostermektedir.

%T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 700

Sekil 4.3. Poli(HEMA-MAH-Sarkozin)’ in FT-IR spektrumu
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4.1.2. MAH-Sarkozin Gomiilii Kriyojel Kolonun Yiizey Morfolojisi

Poli(HEMA-MAH-Sarkozin) monolitinin yiizey morfolojisi taramali
elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir. Sekil 4.4 de SEM
goriintilileri verilen ¢apraz bagli polimerik yap1 oldukca genis gézeneklere ve bu

gozenekler nedeniyle de oldukga biiyiik yilizey alanina sahiptir.

r

L3 ’;‘ ki ol
WD= 94mm  Mag= 200X

WD= 98mm  Mag= 00pm WD= 97mm Mag= 269

Signal AL Signal

Sekil 4.4. Poli(HEMA-MAH-Sarkozin)’ in SEM goriintiileri

Sentezlenen kriyojel kolonun sahip oldugu pordéz yapr ¢ozelti gecisi
esnasinda diflizyon direncini azaltmakta ve bdylece diisiik basinglarda
calisilmasina izin  vererek, hedef biyomolekiiliin denatiire olmadan

saflagtirilmasini saglamaktadir. Ayrica kolon, yiiksek i¢ yiizey alani ile enzim
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molekiillerinin kiitle transferini de kolaylastirarak adsorpsiyon kapasitesini
artirmaktadir.

4.1.3. MAH-Sarkozin Gomiilii Kriyojel Kolonun Sisme Testi

Poli(HEMA-MAH-Sarkozin) monoliti hidrofilik 6zellik gosteren ve ¢apraz
baglar iceren bir polimerdir. Polimerik yapida olmasi nedeniyle yiiksek molekiil
agirligina sahiptir ve suda ¢éziinmez. Ancak c¢apraz bag derecesi ile hidrofilitesine
bagl olarak yapisina su alir ve sisme Ozelligi gosterir. Bu ¢aligmada sentezlenen

kriyojel kolonun su tutma kapasitesi % 730 olarak hesaplanmustir.

4.1.4. MAH-Sarkozin Gémiilii Kriyojel Kolonun Yiizey Alam Olciimii

Poli(HEMA-MAH-Sarkozin) kriyojel kolonunun BET cihaz1 ile 10
noktada yapilan spesifik ylizey alan1 6l¢limii sonucu kolonun spesifik yiizey alani

82 m’g™ polimer bulunmustur.

4.2. Enzim Orneklerinin Protein Icerigi ve Aktivite Tayini

4.2.1. Protein Icerigi Tayini

Bacillus cereus Dbakteri suslarinin uygun kosullarda ¢ogaltilip
pargalanmasiyla iiretilen ve MSOX iceren ham ekstrakt ile % 55 ve % 70
oraninda amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmis orneklerin Bradford yontemiyle
icerdikleri protein miktar: belirlenmistir.

Bradford metodu herhangi bir 6rnek igerisindeki protein miktarinmn
kantitatif olarak belirlenmesi i¢in kullanilan yontemlerden biridir. Bradford ayract
olarak Commassie Brillant Blue G-250 boyasinin kullanildigi bu ydntemde,
maksimum absorpsiyon dalga boyu 465 nm (kirmizi) olan boya, proteinlerle
baglanarak maksimum absorpsiyonunu 595 nm’ ye (mavi) kaydirmaktadir. Bu
yontemde enzim Orneklerine boya belirteci eklendikten 2 dakika sonra renk
olusumu tamamlanir ve olusan renk 1 saat kararhdir.

Bu calismada, Bradford metoduna gore, pH 7,7 fosfat tamponu iginde
farkli derisimlerde standart protein (bovin serum albumin) iceren Ornekler
hazirlanmistir ve bu 6rnekler Bradford belirteci ile 1:10 oraninda reaksiyona

sokularak maksimum dalga boyunda (595 nm) absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.
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Bu veriler kullanilarak kalibrasyon grafigi olusturulmus (Sekil 4.5) ve
numunelerin protein igerikleri bu grafige goére belirlenmistir; alinan sonuglar

Tablo 4.1° de gosterilmistir.

Bradford Standart Grafigi
0,6 -

04 - y = 4,6602x + 0,0251

R?=0,9925

0,2 -

Absorbans (595 nm)

0,1 -

0 T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
BSA derisimi (mg/mL)

Sekil 4.5. Bradford standart grafigi
4.2.2. MSOX Aktivitesi Tayini

MSOX enzimi, sarkozinin oksidatif yikilim1 sonucu glisin, formaldehit ve
H,0,’ ye donilisiimiinii katalizler. Bu reaksiyon sonucu agiga ¢ikan H,O,, ortama
HRP enzimi ve bu enzimin substratlarindan olan 4-AAP ile fenol’ iin ilavesiyle
tayin edilebilir. HRP, H,O, varliginda 4-AAP ve fenolii pembe renkli
Quinoneimine bilesigine yiikseltger (Sekil 4.6).

Bu ¢alismada MSOX aktivitesi, enzimin aktivite ¢ozeltisi (4-AAP, fenol,
HRP, sarkozin) ile 37 °C’de 10 dakika (dk) boyunca inkiibe edilmesi sonucu
belirlenmistir. 10 dakika sonunda reaksiyon % 0.3° liik SDS ¢ozeltisi ile
durdurulmus ve olusan {iriiniin maksimum dalga boyunda (495 nm) absorbansinin
Olciilmesiyle enzim aktivitesi, enzim Unitesi (UmL'l) cinsinden hesaplanmustir.
Bir enzim {initesi 37 °C sicaklikta, 1 dakikada, 1 pmol H,O, iireten enzim
miktarini ifade etmektedir. Bakteri suslarindan ekstrakte edilen ve 6n deristirilen

orneklerdeki MSOX aktivitesi Tablo 4.1° de verilmistir.
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Sekil 4.6. MSOX aktivitesi sonucu olugan pembe renkli iiriin (3. Sira 12 numarali kuyucuk)

4.3. Enzim Saflastirilmasi

4.3.1. FPLC Analizi

Bakteri suslarindan izole edilen MSOX afinite kromatografisi ile FPLC
cihazt kullanilarak saflagtirllmistir. Afinite kromatografisinde, saflastirilmak
istenen (hedef) enzimin spesifik olarak ilgi gosterdigi uygun bir molekiil ligand
olarak matrikse tutturulur ve enzimi bulunduran numune bu kolon iizerinden
uygun pH’ da hazirlanmis tampon ¢ozelti ile gecirilir. Bu calismada MSOX
enziminin substrati olan sarkozin bagl kriyojel kolonlar hazirlanmistir. MSOX
enzimi sarkozine karsi gosterdigi afinite ve molekiiler tanima sonucu kolona
tutunur.

Sekil 4.7° deki kromatogramda goriilen ilk pik kolona tutunmadan ¢ikan
tirleri ifade eder. Eliisyon ¢ozeltisi gradientli olarak kolondan gecirilmeye
baslandiktan sonra ise (yesil ¢izgi kolondan gegen eliisyon ¢ozeltisinin derisimini
ifade etmektedir); kolona tersinir ve zayif baglarla tutunmus olan MSOX enzimi
kolondan ayrilir. Kromatogramda goriilen ikinci pik; saflagtirilan MSOX
enzimine aittir. Ayn1 kolona ticari MSOX o&rnegi yiiklendiginde Sekil 4.8 de
verilen kromatogram elde edilmistir. Ayni1 islem sarkozin icermeyen poli(HEMA)

ve poli(HEMA-MAH) kriyojel kolonlari ile de tekrarlanmis, bu kolonlarin MSOX
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saflagtirmadaki etkinligi incelenmistir. Bu ayirma islemlerine ait FPLC

kromatogramlari Sekil 4.9 ve 4.10° da verilmistir.

berfuengin001:10 UV ~— berfuengin001:10 Conc =777 berfuengin001:10_Inject  ~=""""""""" berf; n001:10_Logbook
AU
200
o | —
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 mi
Sekil 4.7. Poli(HEMA-MAH-Sarkozin) kriyojel kolonu ile MSOX saflastirilmasina ait
kromatogram
,,,,,,,,,,,, e e b 21112410 Emcions
mAU
80
60
40
20

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0

Sekil 4.8. Poli(HEMA-MAH-Sarkozin) kriyojel kolonuna yiiklenen ticari MSOX enzimine ait

kromatogram
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berfu bos 250815:10_UV berfu bos 250315:10_Inject

0.0

0.0 5.0 10.0 150 20.0 250 30.0 ml

Sekil 4.9. Poli(HEMA) kriyojel kolonuna yiiklenen MSOX enzimine ait kromatogram

— berfu 270315 kolon MAH001:10_Loghook

berfu 270315 kolon MAH001:10_UV

" TN

Sekil 4.10. Poli(HEMA-MAH) kriyojel kolonuna yiiklenen MSOX enzimine ait kromatogram

4.3.2. Saflagtirilan Enzimin Protein Miktar1 ve Aktivite Tayini

Afinite kromatografisi ile saflastirilan MSOX enziminin protein igerigi ve
aktivitesi bolim 3.2” de bahsedilen sekilde tayin edilmistir. Saflastirma sonrasi
MSOX ortamda bulunan diger protein molekiillerinden basarili bir sekilde
ayrildig: i¢in FPLC’ den toplanan numunenin protein icerigi ham ekstrakt ve tuz
ile ¢Oktiiriilmiis orneklere gore daha diisiik, aktivitesi ise bu drneklere gore daha
yiiksektir. Afinite kromatografisi ile saflagtirma sonrasi enzimin spesifik

aktivitesinde (Tablo 4.1) belirgin bir artis gézlenmistir.
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Tablo 4.1. MSOX’ a ait saflagtirma tablosu

Numune Toplam Toplam Spesifik Saflagtirma | % Verim
Protein Aktivite Aktivite Kat
(ng) (V) (Umg™) Sayisi
Ham Ekstrakt 1230 24.2x107 | 0.020 1 100
%55 A.S Cok. Sonrast | 196 4.46x107 | 0.023 1.2 18
Afinite Sonrast MSOX | 3 3.45x10° | 1.150 50 77
Poli(HEMA-MAH) 21 0.87x10° | 0.041 1.8 20
kriyojeli ile saflagtirma
sonrasi
Poli(HEMA) kriyojeli | - - - - -
ile saflagtirma sonrasi

4.3.3. MSOX Aktivitesini Etkileyen Faktorlerin incelenmesi
4.3.3.1. pH Etkisi

Saflastirllan MSOX enziminin aktivitesi farkli pH’ larda oOl¢iilmiistiir
(Sekil 4.11). pH 3-9 aras1 tampon c¢ozeltiler kullanilarak yapilan analizlerde,
enzimin her bir pH degerinde farkli aktivite gosterdigi sonucuna varilmistir.
Enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH degeri o enzim i¢in optimum pH’ dir.

MSOX enzimi pH 7 ve 8 aralifinda iyi ¢alismakta, pH 8’ de ise maksimum

aktiviteye ulagmaktadir.

pH-Enzim Aktivitesi

10

Sekil 4.11. pH’ 1n enzim aktivitesi lizerine etkisi
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4.3.3.2. Sicaklik Etkisi

Enzimler biyomolekiiller olduklarindan genellikle viicut sicakliginda (37
OC) aktif olarak ¢alismaktadirlar, ancak her enzimin maksimum verimle calistigt
bir optimum sicaklik degeri vardir. Saflastirilan MSOX enziminin 25-30-35-37
45-55 °C araliginda aktivitesi Ol¢iilmiis; enzimin maksimum aktivite gosterdigi

sicaklik degeri 35 OC olarak belirlenmistir (Sekil 4.12).

Sicaklik-Enzim Aktivitesi

0,005 -+
0,0045 -
0,004 -
0,0035 -
0,003 -
0,0025 -
0,002 -
0,0015 -+
0,001 -
0,0005 -+
0 \ \ \ \ \ \
0 10 20 30 40 50 60
Sicaklik (°C)

Enzim Aktivitesi (U/mL)

Sekil 4.12. Sicakligin enzim aktivitesi lizerine etkisi

4.3.3.3. Enzim Derisimi EtKisi

Enzim-substrat reaksiyonlarinda enzim aktivitesi ve reaksiyonun hizi
enzim derisiminin artirilmasiyla dogru orantili olarak artis gosterir. Ortamdaki
enzim miktar1 ne kadar fazla olursa, birim zamanda enzimin iirline doniisecek

substrat miktar1 da o kadar fazla olacaktir (Sekil 4.13).
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0,0045 - Enzim Derisimi-Enzim Aktivitesi
0,004 -

0,0035 -
0,003 -
0,0025 -
0,002 -
0,0015 -
0,001 -
0,0005 -

Enzim Aktivitesi (U/mL)

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

Enzim Derisimi (mg/mL)

Sekil 4.13. Enzim derisiminin enzim aktivitesi {izerine etkisi

4.3.3.4. Substrat Derisimi Etkisi

Diistiik substrat derigimlerinde reaksiyon ortamindaki substrat miktar
arttikca enzim daha fazla substrat baglayabilecek ve buna bagli olarak enzim
aktivitesi artig gosterecektir. Ancak yliksek substrat derisimlerinde, enzimin aktif
bolgesi substrat molekiilleriyle tamamen doygunluga erismis olacagindan substrat
miktarindaki artis enzim aktivitesine etki etmez ve reaksiyon sabit bir hizla

ilerlemeye devam eder (Sekil 4.14).

0,006 - Substrat Derisimi-Enzim Aktivitesi

& 2 4

o

o

o

(9]
1

0,004 -
0,003 -

0,002 -

Enzim Aktivitesi (U/ml)

o

o

o

g
1

o

0 5 10 15 20 25
Substrat Derigimi (mM)

Sekil 4.14. Substrat derisiminin enzim aktivitesi iizerine etkisi
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4.3.4. MSOX’ un Vmak ve Km Degerlerinin Belirlenmesi

MSOX enziminin farkli substrat derisimlerine karsi aktivitesi
belirlenmistir. Enzim baglayabilecegi maksimum miktarda substrat1 bagladiginda
reaksiyon maksimum hiza ulasir ve ulagilan deger MSOX enzimi i¢in Vmak
degeridir. Vmak/2’ ye karsilik gelen substrat derisimi ise Km olarak ifade edilir.
Bu degerler; substrat derisimine kars1 ¢izilen enzim aktivitesi veya reaksiyon hizi
grafigi (Michaelis-Menten) parabolik o6zellikte oldugundan Lineweaver-Burk
grafigi cizilerek belirlenebilir (Sekil 4.15). Lineweaver-Burk grafigi 1/[S]’ e kars1
1/V degerlerinin grafige ge¢irilmesiyle elde edilir. Sarkozine karsi aktivitesi
belirlenen MSOX enziminin Vmak degeri 0.043, Km degeri ise 108.11 olarak

bulunmustur.

1/Substrat Derisimi-1/Enzim Aktivitesi (Hiz)
3000 -

2500 -

2000 -

>
S 1500 y =2531x + 23,431

R?=0,9971
1000 -

500 -

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
1/Is]

Sekil 4.15. Lineweaver-Burk grafigi; Vmak ve Km degerleri

44. SDS-PAGE Analizi

Bakterilerden izole edilen enzim 6rneklerinin MSOX igerigi ve afinite
kromatografisi ile saflagtirilan MSOX’ un safligt SDS-PAGE analizi yapilarak
belirlenmistir. On deristirilmis 6rnekler %10’ luk poliakrilamid jelde, denatiire
edici ajan SDS varliginda yiiriitiilmiis ve bu numunelere ait bircok bant
gbzlenmistir. Bunun nedeni, bakterilerin parcalanmasiyla elde edilen bu

orneklerin fazla sayida protein igermesidir. Afinite kromatografisi sonrasi elde
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edilen MSOX enzimi jelde yiiriitiildiigiinde ise tek bir bant gozlenmis ve bu bant
ticari MSOX enzimine ait bant ile ayni yerde gelmistir. Buradan, saflastirilan

MSOX enziminin -44 kDa agirlig1 oldugunda sonucuna varilabilir.

Saf. Tic. %055 A.S. %70 A.S.

44 kDa

Sekil 4.16. SDS-PAGE goriintiisii
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5. YORUM VE SONUC

Afinite kromatografisi biyomolekiillerin uygun ligandlarla, tek basamakta,
verimli bir sekilde saflastirilmasini saglamaktadir. Ligand olarak biyomolekiiliin
aktif bolgesine, molekiiler tanima sonucu, spesifik ve tersinir baglarla
baglanabilecek molekiiller tercih edilir ve secilen ligand uygun bir matrikse
tutturulur. Matriks se¢imi ise ¢alismaya gore degigmekle birlikte biiyiik gdzenekli
polimerik malzemeler enzim, protein gibi biyomolekiillerin saflastirilmasinda
yaygin olarak kullanilir.

Bu calismada MSOX enziminin saflastirilmasina yonelik kriyojel tabanl
afinite kolonu gelistirilmis ve bu kolonun enzimin saflastirilmasindaki etkinligi
incelenmistir. Ligand olarak enzimin substrati olan sarkozin molekiilii se¢ilmistir.
Calismanin ilk asamasinda sarkozin, uygun bir fonksiyonel monomer olan MAH
ile poli(EDMA) varliginda nano kiireler seklinde sentezlenmistir. Boylece
sarkozin, normalde yapisinda bulunmayan, polimerlesebilecek uglara sahip
olmustur. Sentezlenen MAH-Sarkozin’ in, ¢apraz baglayict MBA varliginda
HEMA monomeri ile buzda polimerlestirilmesiyle kriyojel afinite kolonu
hazirlanmistir. Kriyojel kolonlar bosluklu yapiya ve genis gozeneklere sahip
olduklarindan, kromatografik sistemlerde diisilk basinglarda calismaya izin
vererek enzimin bozunmadan saflastirilmasini saglamaktadir. Poli(HEMA-MAH
Sarkozin) kriyojel kolonunun SEM goriintiileri incelendiginde birbiriyle baglantili
makro gozenekler ve bu gozeneklere gdmiilmiis MAH-Sarkozin nano kiireleri
acikca goriilmektedir. Kriyojelin BET cihazi ile yapilan spesifik yiizey alani
Slgiimleri polimerin yiizey alanmm 82 m?g™ polimer oldugunu gdéstermistir.
Kolonun FT-IR analizi ise kriyojele immobilize edilmis MAH-Sarkozin’ e ait
karakteristik pikler gostermektedir.

Calismanin ikinci agsamasinda Bacillus cereus bakteri suslarindan MSOX
enzimi izole edilmistir. Bakterilerin mekanik olarak parg¢alanmasi sonucu agiga
cikan ham ekstrakta 6n deristirme amacl % 55 ve % 70’ lik amonyum siilfat
coktlirmesi yapilmis ve her bir numunedeki protein igerigi ile MSOX aktivitesi
belirlenmistir. Ham ekstraktin protein igerigi bakimindan bir hayli zengin oldugu
gorilmiistlir; ancak bircok protein bir arada bulundugundan MSOX enzimi

olduk¢a seyreltik durumdadir ve bu nedenle, bu numune ¢ok diisiik MSOX
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aktivitesi gostermistir. Tuzla ¢Oktiirme sonrasi On deristirilen numunelerde en
fazla enzim aktivitesi % 55’ lik amonyum siilfat ¢coktiirmesi yapilmig ornekte
gozlenmistir. Bu nedenle bu 6rnek, hazirlanan afinite kolonuna yiiklenmistir.
FPLC ile yapilan kromatografik saflastirma sonucu MSOX enzimi belirli
fraksiyonlarda toplanmistir. Elde edilen enzim 6rneginin safligi, aktivite dlglimleri
ve SDS-PAGE analizi ile kontrol edilmistir. Bradford metoduna gore saflastirma
islemi sonucu 3 pg MSOX elde edilmistir. Enzimin spesifik aktivitesi 1.15 Umg™
olarak hesaplanmis ve enzimin % 77 verimle 50 kat saflastirildig1 goriilmiistiir.
SDS-PAGE analizi sonucu jelde gozlenen ve ticari drnege ait bant ile yaklagsik
olarak ayni yerde gelen, tek bant MSOX enziminin basarilt bir sekilde
saflagtirildigin ifade etmektedir. Saflastirilan enzimin molekiil agirhigr yaklasik
44 kDa olarak belirlenmistir.

Calismanin son asamasinda; enzim aktivitesini etkileyen faktorler
incelenmis, enzime ait Vmak ve Km degerleri bulunmustur. MSOX enzimi
maksimum aktiviteyi 35 °C sicaklikta, pH 8 ortaminda gdstermistir. Enzim i¢in
Lineweaver-Burk grafiginden hesaplanan Vmak degeri 0.043 iken Km degeri
108.11° dir. Km degeri enzimin maksimum hizinin yarisina karsilik gelen substrat
derisimini ifade etmekte ve bir enzimin substratina olan ilgisini gostermektedir;
Km degeri diisiik ise enzimin o substrata ilgisi yiiksek, Km yiiksek ise enzimin o
substrata ilgisi diisliktir.

MSOX enzimi daha Once ¢esitli bakteri suslarindan 5-formiltetrahidrofolat
[100] ve 4-aminopirol-2-karboksilik asit” den [101] hazirlanmis afinite kolonlar1
ile saflagtirilmistir. Bu c¢alismada literatiirden farkli olarak enzimin substratini
iceren oldukca spesifik kriyojel saflastirma kolonu tasarlanmistir. MSOX enzimi
klinik uygulamalar acisindan olduk¢a onemli bir enzimdir. Etki etmis oldugu
substrat; sarkozin, prostat kanserli hastalarin kaninda miktar1 artan bir bilesiktir.
MSOX enzimi sarkozin’in yiiksek segicilik ve duyarlikla tayin edilmesini saglar.
Bu durum, MSOX enzimini sarkozin tayinine yonelik biyosensor ve tani kiti gibi

uygulamalarda [102,103] kullanilir hale getirir.
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