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OZET

TASIYICISIZ PROTEAZ ENZIMi IMMOBILIZASYONDA
ENZIM IKINCIL YAPILARINDAKI
DEGISIMLERIN INCELENMESI

Nagihan SEZI

Yiiksek Lisans Tezi
Kimya Miihendisligi Anabilim Dah
Danmisman: Prof. Dr. Ugur SALGIN
2019, 76+xv sayfa

Bu c¢alismada, capraz bagli proteaz agregatlari biciminde tasiyicisiz immobilize
enzim sistemlerinin katalitik aktivitsine immobilizasyon ortam bilesimlerinin
(baglangic enzim derisimi, presipitasyon ajani derisimi, c¢apraz baglayici
bifonksiyonel ajan derisimi, proteik feeder ajan tiiri  ve derisimi) etkisi
arastirllmistir.  Bunun yami sira, gelistirilen biyokatalizoriin - degisik ¢oziicli
sistemlerindeki katalitik performanslarida arastirilmistir. Enzim ikincil yapisindaki
degisimler, Fourier transform infrared spektroskopinden elde edilen spekrumlarin
molekiiler diizeyde analizi ile gergeklestirilmistir. Giiriiltii/sinyal oraninin
minimizasyonu i¢in 256 es-tarama sayisi ile gergeklestirilen analizlerdeki tarama hizi
0.2 cm/s ve ¢oziiniirlik degeri 4 cm™ olarak ayarlannus ve elde edilen spektrumlarin
karakterizasyonunun degerlendirilmesi bir bilgisayar yazilim programi olan PeakFit
araciligiyla  gerceklestirilmistir.  Immobilize  enzim  sisteminin  Katalitik
performansindaki degisimler, molekiiler diizeyde diizenli ya da diizensiz a-heliks ve

B-sheet yapilarinin yilizde alan degisimleri ile karsilastirilmistir.

Anahtar kelimeler: Proteaz enzimi, Capraz bagli enzim agregatlari, Ikincil yapi

analizi, FTIR-ATR Spektroskopisi.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF CHANGES
IN ENZYME SECONDARY STRUCTURES
IN CARIER-FREE PROTEASE ENZYME IMMOBILIZATION

Nagihan SEZI

Master of Science Thesis
Department of Chemical Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Ugur SALGIN

2019, 76+xv pages

In this study, the effect of immobilization media compositions (initial enzyme
concentration, precipitating agent concentration,cross-linker bifunctional agent
concentration and protein feeder agent types and concentrations) on the catalytic
activity of the cross-linked protease aggregates which are a carrier-free immobilized
enzyme system was investigated. In addition, the catalytic performance of the
developed biocatalysts in different solvent systems was also nvestigated. The
changes in the secondary structure of the enzyme were performed by molecular
analysis of the spectra obtained from Fourier transform infrared spectroscopy. The
analysis conditions for minimization of noise/signal ratio were performed with the
scanning number of 256 at the scan rate of 0.2 cm/s and the resolution of 4 cm™, and
the evaluation of the characterization of the obtained spectra was carried using the
Peakfit software program. The changes in the catalytic performance of the
immobilized enzyme system were compared with the percent field changes of the

regular or irregular a-helix and B-sheet structures at the molecular level.

Key Words: Protease enzyme, cross linked enzyme aggregates, Secondary structure

analysis, FTIR-ATR Spectroscopy.
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1. GENEL BiLGILER

Enzimler canli organizmalar tarafindan dretilen, spesifik reaksiyonlari
katalizleyebilen, reaksiyon ortaminda bozulmadan ve herhangi bir degisime
ugramadan ¢ikabilen protein yapisinda molekiillerdir (Keha ve Kiifrevioglu, 2004).
Proteinler, diiz bir zincir halinde diizenlenmis ve kiiresel formda katlanmig amino
asitlerden olusan organik bilesiklerdir. Protein zincirindeki amino asitler karboksilik
asit ve amin gruplar1 arasinda kurulan peptid baglariyla birbirlerine baglanir (Sekil
1.1). Dogada 20 degisik amino asit bulunur. Tiim proteinler bu 20 amino asitin farkli
dizilimlerinden tiiremektedir. Bu amino asitlerin ¢cogunlugu L formundadir. Protein
ierisindeki amino asitler birbirilerine peptid baglari ile baglanir. iki amino asit yan
yana geldiginde karboksil gruplari (-COOH) ve amin gruplar1 (-NH,) arasinda bir
baglanma gergeklesir ve bu bag peptid bagi adi adlandirilir. Baglanma sirasinda bir
H,0 molekiilii ag1ga ¢ikar. iki amino asitin yanyana gelmesiyle olusan peptid bagina
dipeptid, {ic ya da daha fazla amino asitin yan yana gelmesiyle olusan zincirdeki

peptid bagina ise polipeptid ad1 verilir.

Amin grubu @ Peptid bad:

H 0
c CJH' & G c .
? | C
L S el |
N H\‘ﬂl") i N \N/H ¢~ ou

H O H

Karboksil grubu

Sekil 1.1 Peptid bag1 olusum reaksiyonu (Celik, 2006).

Kimyasal reaksiyonlar ile kiyaslandiginda, enzimler biyokimyasal reaksiyonlarin
hizin1 daha da artirabilir. Enzimler etki ettikleri maddeye ya da madde karisimlarina
enzimin substrati adi1 verilir. Enzimler, substratlarina karsi miikemmel spesifiklige
sahip oldugundan kendine spesifik ve uyumlu substratlara baglanarak iiriin olusturur
(Kaya, 1993). Her enzim en az bir aktif konuma sahiptir. Bu aktif konum ya da

konumlarda bulunan katalitik gruplar {iriin olusumunda 6nemli isleve sahiptir.



Aktif konumlarda enzim (E) ile substrat (S) arasinda gegici olarak bir enzim-substrat
kompleksi (ES) olusturur. Olusan ES sayesinde biyokimyasal iirlin sentezlenir ve bu
siirecte enzim substrattan ayrilarak baglangictaki haline doner. ES {izerinden
enzimatik sentez sonunda iriiniin olusum mekanizmasi Sekil 1.2°de gosterilen
anahtar-kilit modeli ile gosterilmistir. Bu modelde E molekiiliiniin sadece belirli bir
kism1 S’ye baglanir. Aktif bolge olarak adlandirilan bu kisimda, apoenzim
kismindaki bir cep ya da oluk goriiniimiindedir. E’nin S’ye etkisi aktif bdlgenin
0zgiin sekli ile belirlenir. E ve S arasinda anahtar—kilit uyumu vardir. Bu yiizden her
E spesifik bir S’ye etki edebilir. S, enzime gecici olarak aktif bélgeden baglanir ve
ES olusur. Enzimin etkisi ile S iirline (M+N) doniisiir. E ise hi¢ bir degisiklige
ugramadan reaksiyondan ayrilir. Bu nedenle enzimler ayni reaksiyon i¢in defalarca
kullanilabilirler. Canli sistemlerinde yapis1 bozulan E’ler ise parcalanir ve yeniden
sentezlenir. E’ler genelde belirli bir reaksiyona 6zgiidiir. Bu nedenle her hiicrede
reaksiyon c¢esidi kadar E cesidi bulunur. Enzimatik tepkimler genellikle tersinirdir
yani reaksiyonlar1 ¢ift yonlii gerceklesir. Aktif enzimler substratin sonuna —az eki
getirilerek adlandirilir (maltaz, lipaz, peptidaz, proteaz gibi). Pasif enzimler ise genel
olarak —jen ekiyle biter (pepsinojen, tripsinojen gibi). Her enzimin yapimindan bir

gen sorumludur. Genin mutasyona ugramasti ilgili enzimin sentezini engeller.

E + S ES M+ N + E
Enzim Substrat Enzim-substrat Urtin Enzim
kompleksi
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Aktif
bal; "
Substrat \ ge / friin
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Sekil 1.2 Enzim-substrat anahtar kilit uyumu
(http://www.nkfu.com/enzimlerin-ozellikleri-maddeler-halinde).

Enzimatik reaksiyonlarin yer aldig1 birgok endiistri, enzim kullanimindan kaynakli
baz1 darbogazlarla karsilasir. Ornegin serbest enzim kullanimindan kaynakli {iriin
kontaminasyonu ve reaksiyon ortamindan geri kazanimi proseslerin ekonomik ag¢idan

rekabet edebilirligini olumsuz yonde etkiler. Ayrica, dogal ortamlarindan izole edilen



enzimlerin endiisriyel platformlardaki kullaniminda katalitik aktivitelerinde azalma
goriilebilinir. Enzimlerin kararsiz olmalar1 ve ayrica kisitli olan substrat 6zgiinliigii

de 6nemli darbogazlar arsindadir (Tasdelen, 2006).

Enzimler bitki, hayvan ve mikrobiyal kaynakli tim canli hiicreler tarafindan tiretilir.
Hayvan hiicresinden elde edilen enzimlerin maliyeti daha yiiksektir. Hayvan
hiicreleri ile kiyaslandiginda bitki hiicreleri kullanilarak gergeklestirilen enzim
tretimi daha kolaydir. Mikrobiyal hiicreler kullanilarak gerceklestirlen enzim
tretimleri daha kisa siirede gerceklestirilebilinir. Mikroorganizmalar yardimiyla
gerceklestirilen enzim iiretimleri genellikle gida ve farmasotik endiistrisinde yaygin
olarak kullanilir. Enzimler bulunduklari konuma gore intracellular enzimler
(hiicre i¢inde sentezlenen enzimler) ve extracellular enzimler (hiicre disina
sentezlenen enzimler) olmak iizere siniflandirilabilirler (Trevan ve ark., 1993).
Enzimler katalizledikleri reaksiyonlara gore yiikseltgenme ya da indirgenme
reaksiyonlarim1  gergeklestiren oksidorediiktazlar, fonksiyonlu grup aktarimini
saglayan transferazlar, hidrolitik reaksiyonlar1 gerceklestiren hidrolazlar, ¢ift
baglara ekleme ve ¢ift baglarin parcalanmasini saglayan liyazlar, izomerizasyon
reaksiyonlar1 gergeklestiren izomerazlar ve ayrica yeni bag olusturma islevine sahip
olan ligazlar olmak iizere alti grupta smiflandirilirlar. Proteaz enzimleri hidrolaz
siifinda yer almaktadir. Giiniimiizde endiistride kullanilan enzimlerin yaklsik %751

hidrolitik enzimlerden olusmaktadir

1.1 Proteaz Enzimi

Proteazlar (EC 3.4.21-24) protein molekiillerindeki peptid baglarini hidrolizleme
potansiyeline sahip enzimlerdir (Wiseman, 1993). Peptit baglar1 su varhiginda
proteazlar tarafindan hidrolizi protealiz olarak adlandirilip Sekil 1.3’de gdsterilmistir.
Burada; R1, R2 ve R3 herbir amino asitte bulunan yan zincirleri temsil etmektedir.
Protealizin {iriinii proteinler ise peptit fragmentleri ve serbest amino asitlerden olusur.
Proteolitik enzimler canli organizmalarin gelisiminde ve farklilasmasinda 6nemli
fonksiyonlara sahiptir. Giliniimiizde proteolitik enzim c¢aligmalari, sadece
organizmalarin metabolik faaliyetlerdeki enzimatik siiregleri ile sinirli kalmamis ayni
zamanda biyoteknoloji sektoriindeki yaygin potansiyel kullanimi {izerine de
yogunlagsmistir (Gupta ve ark., 2002). Global boyutta enzim satislarinin %60’ 1

proteaz enzimleri olusturmaktadir. 20. Yiizyilin sonlarinda global boyutta endiistriyel



enzim satiglarinin hacmi yaklasik 1 milyar $’a ulasmistir (Rao ve ark., 1998).
Freedonia Group Inc. tarafindan yayimnlanan bir raporda, enzim pazarinin her yil
ortalama %7.6 artis gosterecegi ve 2011 yilina kadar global boyutta endiistriyel

enzim satig hacminin 6 milyar $’a yiikselecegini 6n gormislerdir.

Peptid
badi

0 l R2 H
HN il I |

COOH
2 ““"‘CH‘/C N/CHHC/NR CH""’F’

1 h 4 A3
Ho O
+ e
Proteinaz
HZN_H_HHH ;_—’_CODH R2 |'I|
?H F___'__.--'J:H‘-u..,_‘_“‘_ _,—-""N-H""--H /CDO‘H
"1 g fi i
o R3

Sekil 1.3 Proteolizin sematik olarak gdsterimi.

(http://pubs.niaaa.nih.gov/publications/arh27-4/317-324.htm)

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi Adlandirma Komitesi'ne
(Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular
Biology, 1992) gore proteazlar iiglinci enzim grubu olan hidrolazlarin dort alt
grubuna ayrilirlar. Proteazlar; katalizlenen reaksiyonun tipi, katalitik bdlgenin
kimyasal yapis1 ve yapilarima gore evrimsel akrabaliklari olmak {izere ii¢ temel
kritere gore siniflandirilirlar. Etki bolgelerine bagli olarak proteazlar, substratin
uclarina uzak bolgeden peptit bagini kesen endopeptidazlar ve substratin amino veya
karboksi ucundan kesen ekzopeptidazlar ve olmak iizere iki gruba ayrilir. Aminoasit
dizilimlerine ve evrimsel akrabaliklarina gore protezlar farkli familya ve gruplara
ayrilirlar. Bunun yani sira proteazlar optimum aktivite gosterdikleri pH degerine
gore asidik, notral ve alkali proteazlar seklinde de siniflandirilmaktadir (Rao ve ark.,
1998). Cizelge 1.1'de substrata kars1 proteazlarin etki bolgesine gére endopeptidazlar

ya da ekzopeptidazlar seklinde siniflandirilmasi ayrintili olarak gosterilmistir.



Cizelge 1.1 Proteazlarin siniflandirilmasi (Rao ve ark., 1998)

Proteazlar EC Numarast
Ekzopeptidazlar 34.11
Aminopeptidazlar 3.4.14
Dipeptidil Peptidaz 3.4.14

Tripeptidil Peptidaz 3.4.16-3.4.18
Karboksipeptidazlar 3.4.16
Serin tipi proteazlar 3.4.17
Metalloproteazlar 3.4.18
Sistein tipi Proteazlar 3.4.15
Peptidil dipeptidaz 3.4.13
Dipeptidazlar 3.4.19
Omega peptidazlar 3.4.19

Endopeptidazlar 3.4.21-3.4.34
Serin proteazlar 3.4.21
Sistein proteazlar 3.4.22
Aspartik proteazilar 3.4.23
Metallo proteazlar 3.4.24
Katalitik mekanizmasi bilinmeyen endopeptidaziar 3.4.99

Hem fizyolojik proseslerde hem de biyoteknoloji sektoriinde potansiyel islevleri
proteazlar stratejik enzimler arasinda yer almasini saglayarak 6zellikle proteinlerin
polipeptit yapilart igerisindeki amid baglarininin hidrolizinde kullanilmaktadir.
Memelilerin mide ve pankreas ortaminda sentezlenen proteazlar, sindirim sisteminde
proteinlerin yapi taslarina ayrilmasini saglar. Bunun yanisira proteaz enzimleri
katalitik aktif bolgelerinde yer alan fonksiyonel gruplara bagli olarak; serin (Ser)
proteazlar, sistein (Cys) proteazlar, aspartil (Asp) proteazlar ve metalloproteazlar
olmak {tizere dort gruba ayrilirlar (Hartley, 1960). Serin proteazlar,  aktif
konumlarindaki serin gruplar1 reaksiyonlarin katalizlenmesinde rol oynar. Bu grupta
yer alan proteazlarin molekiil kiitleleri 18.5-35 kDa arasindadir ve pH>7
kosullarinda aktiftirler. Optimum pH’lar1 7-11 ve izoelektrik noktalar1 ise pH=4.4—
6.2 arasindadir. Serin proteazlar da kendi aralarinda tripsin benzeri proteazlar, alkali
proteazlar, miksobakter a-litik proteazlar ve stafilokokkal proteazlar olarak dort alt
gruba ayrilirlar (Kalisz, 1988). Serin alkali proteazlar ¢esitli bakteri, fungus ve maya

tiirleri tarafindan iiretilir ve protein zinciri iizerindeki tirozin, fenilalanin, 16zin gibi



aromatik ya da hidrofobik gruplara karsi spesifiktirler. Bu enzimler
diizopropilflorofosfata karsi hassas olmalarina karsin azotosil-L-lizinklorometilketon
ve L—I-tosilamid—difenilklorometilketon gibi tripsin inhibitoériinden etkilenmezler.
Optimum pH degeri 10 civarinda olup izoelektrik noktalar1 pH=9’dur. Serin alkali
proteazlar tahil, bira, sarap, hayvan yemi, balik, et, silit endiistrilerinde
kullanilmaktadirlar. Gida endiistrisinde proteazlar ve diger enzimlerle yapilan iiretim,
fiziksel ve kimyasal yontemlerle yapilan iiretimden {stiindiir. Enzimatik iiretimin
avantajlari; 1limli  kosullarda gerceklesmesi, istenmeyen yan reaksiyonlarin
olmamasi, sadece spesifik reaksiyonlarmn gerceklesmesi sonucu yan iiriin

olusumunun goriillmemesidir.

Sistein proteazlar funguslar tarafindan hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 seklinde
sentezlenir. Katalitik agidan aktif oldukari pH aralig: 5-8'dir. Iyodoasetik asit, metal
iyonlar1 ve siilfidril bilesiklerine karsi olduk¢a duyarlidir. Potasyum siyanat, sistein
ve EDTA gibi maddeler sayesinde aktive edilebilinirler. Sistein proteazlar aktif

konumlarina gore klostripain ve streptokokal proteazlar seklinde siniflandirilirlar.

Genellikle funguslar tarafindan sentezlenen aspartik proteazlar nispeden 3<pH<4
araliginda yiiksek katalitik aktivite sahiptir. Bakir iyonlar1 varliginda epoksi ve
diazoketon bilesiklerine kars1 duyarlidir. Molekiil kiitleleri 30-45 kDa, izoelektrik
noktalar1 pH=3.4-4.6 araligindadir. Bir¢ok fungal proteaz pH>7 kosullarinda
kararsizdir.  Endistriyel  iretimleri notral ve alkali pH  kosullarinda

ger¢eklesmemektedir. Rennin ve pepsin benzeri proteazlar seklinde siiflandirilirlar.

Metalloproteazlarin optimum pH degeri 5-9 arasindadir. Metal iyonlar1 ile
kompleksler veren EDTA gibi bilesiklere kars1 duyarlidir. Serin proteazlar
inhibitorlerinden ve siilfidril bilesiklerinden etkilenmez. EDTA ile inhibe edilen bu
grup enzimlerin ¢cogu ¢inko, kalsiyum, kobalt iyonlar1 ile yeniden aktive edilebilinir.
Bakteri ya da fungus kokenli metalloproteazlarin birgogunda bir enzim molekiilii
bir atom ¢inko igerir. Cinko atomu enzimin katalitik aktivitesi i¢in onemli isleve
sahiptir. Metalloproteazlarin protein yapisimi kararli tutmak i¢in 1 enzim molekiilii
0.2—4 atom kalsiyum miktarina gereksinim duyar. Metalloproteazlar; asit proteazlar,
notral proteazlar, alkali proteazlar, miksobakter proteaz—I ve -II seklinde

siiflandirilirlar.



Proteaz enzimleri peptit baglarin1 hidrolize ettikleri i¢in hidrolazlar grubuna yer alir.
Hidrolitik enzimler yani hidrolazlar Cizelge 1.2°de gosterildigi gibi baslica ester,
glikositik ve azot baglarini hidrolizleyen enzimler olarak {i¢ gruba ayrilirlar (Bailey
ve Ollis. 1986). Peptit baglarin1 hidrolizleyen proteolitik enzimler de proteazlar
(proteinaz) ve peptidazlar olmak tizere ikiye ayirilirlar. Proteazlarin fizikokimyasal

ve katalitik Ozellikleri dikkate alindiginda peptidazlardan daha kompleks yapiya

sahiptir.
Cizelge 1.2 Hidrolitik enzimler
Enzim Substrat Hidroliz iriinii
Esterazlar
Lipaz Gliseridler Gliserol+ yag asitleri
Pektin esteraz Pektin metilester Metanol+poligalakturonik asit
Karbohidrazlar
Fruktosidaz Sukroz Fruktoz+glukoz
B-Glukosidaz(Sellobiyaz)  Sellobiyoz Glukoz
B-Galaktosidaz(Laktaz) Laktoz Galaktoz+glukoz
Maltoz/glukoz+
Amilaz Nisasta a0z g vz .
maltooligosakkarit
Azotlu bilesikler
Proteaz Proteinler Polipeptidler
Polipeptidaz Proteinler Amino asitler
Desaminazlar
Deaminaz Amino asit NHj+organik asit
Ureaz Ure NH;+CO,

1.2 Proteaz Enziminin Endiistriyel Boyutta Uretimi ve Kullanim Alanlari

Proteazlar katalitik aktivitelerine gore yukarida da belirtildigi gibi ekzoproteazlar ve
endoproteazlar sekilde siiflandirilmaktadir. Ekzoproteazlar bir peptit substratinin
ayirdigi  ucuna goére aminopeptidaz ve karboksipeptidazlar olmak {izere
endopeptidazlar ise substratin peptit zincirini ugtan uzakta bir yerde ayirir.
Endiistriyel boyutta hiicre dis1 enzimlerin tiretimi mikroorganizmalarin biyodoniisiim
siireclerinden elde edilir. Bu siireci ardisik sekilde gergeklestirilen ayirma ve

saflastirma prosesleri izler. Tiim bu siire¢ kisa isletim siiresi i¢inde yiiksek {iriin



verimliligi ile gerceklesir. Ekonomik proses girdisi ve ayrica ikincil enzim ya da
ikincil metabolit iriinlerin minimum {riin sec¢imliligi sayesinde proteaz iiretim
proseslerinin avantajlar1 arasindadir.  Bazi proteolitik enzimlerin endiistriyel

uygulamalan Cizelge 1.3’de gosterilmistir. .

Cizelge 1.3 Baz1 proteolitik enzimlerin endiistriyel uygulamalari

Enzim Uygulama alan1

Bakteriyal proteaz Deterjan endiistrisi,
Et yumusatma islemleri
Kuru temizleme
Fotograf filminden glimiisiin uzaklastiriimasi

Fungal proteaz Et yumusatma
Papain Et yumusatma
Pepsin Bebek yiyeceklerinin hazirlanmasi
Rennin Peynir iiretimi

Endiisriyel boyutta proteaz enzimi iiretimi yar1 kati ya da sivi ortam kosullarinda
gergeklestirilir (Keay ve ark., 1972). Geleneksel iiretim ortamlar1 arasinda yer alan
yar1 kat1 iiretim ortami yaygin olarak uygulanan mikrobiyal enzim {iretim stirecidir.
Glinlimiizde halen Aspergillus oryzae ve Mucor proteazlarin iiretimleri yart kati
tiretim ortam1 ile yapilmaktadir. Ancak kontaminasyon geleneksel {iiretim
ortamlarinin en biiylik darbogazidir. Clink{i yar1 kati1 iiretim ortamin sterilizasyon
siireci ve steril ortamin kontaminasyonunun engellenmesi ¢ok zordur. Sivi kiiltiir
ortamlarinda proteaz enzimlerinin iiretimi maliyetin diisiik olmasi, kontaminasyon
problemlerinin daha az olmasi, kolay proses kontrolii gibi iistiinliikler sunar. Cizelge
1.4'de endiistriyel boyutta tiretimleri gerceklestirilen proteaz enzimleri degisik proses
ve endiistrilerde potansiyel kullanim alanlar 6zetlenmistir (Wiseman, 1993; Gerze,

2003; Tasdelen, 2006).



Cizelge 1.4 Proteazlarin degisik endiistri ve proseslerde potansiyel kullanimlari

Endistri

Uygulama alan

Deterjan endiistrisi

Katalitik  aktiviteleri 1 yil siiresince koruyabilen
mikrobiyel serin  proteazlar  yiilksek  katalitik
performanslari sayesinde pH=9—11 araliginda 1 h siireyle
95 °C’ye ulagan kosullarda aktivite gosterebilir.

Deri endistrisi

Hayvan postu ve deri proteinlerden olusur. Epidermal
bazal membran yapisindaki proteinler ile sa¢ ve killarin
yapisindaki keratinler, alkaliler ve siilflirler kullanilarak
kolayca yok edilebilir. Bu nedenle kil ve yilinden
arindirma proseslerinde geleneksel olarak kalsiyum oksit
ve sodyum siilfiir kullanilmaktadir. Hayvan derilerinin
ozellikle taze kisimlarimin kalsiyum oksit ve sodyum
stilfiir ile muameleleri elle yapilir. Bu sayede kil ve yiinler
hizli bir sekilde temizlenir. Fakat atik suda biriken
organik maddelerin oksitlenmesi isleminin maliyeti
yiiksektir ve siilfiirler atik sudan oksidasyon ve ¢oktiirme
ile azaltilmalarina ragmen tamamen uzaklastirilamayan
stilfiirler ciddi tehlikeler yaratmaktadir. Enzimlerin bu
proseslerde  kullanilmalar1  gerekli  kalsiyum  oksit
miktarin1 yariya indirgemektedir. Gerekli olan enzim
miktar1 ise derinin tipine ve kalitesine baghdir.

Peynir {iretimi

Proteazlar peynir iretiminde siitin kesilmesi ya da
pihtilasmasi i¢in kullanilir.

Bira yapimi1

Proteinler diigiik kaliteli malt igerisinde yetersiz oranda
sindirilirler. Bu da bira mayalarinin besinleri olan amino
asitlerin yetersiz miktarda olmasma yol agar. Bununla
beraber amino asitlere indirgenmemis proteinler biranin
kalitesini bozar ve stabilite problemleri yaratirlar. Bira
proseslerinde alkali proteazlarin kullanimi1 bira kalitesinin
arttirtlmasinda 6nemli rol oyanar.

Membran temizlenmesi

Membranlarin  iizerinde biriken ve film tabakasi
olusturarak membranin ¢aligmasini engelleyen protein
molekiilleri, proteaz enzimi i¢ceren membran temizleme
formiilasyonlar1 yardimiyla giderilir.

Atik isleme

Alkalin  proteazlar, gida  endistrisindeki  ¢esitli
proseslerden ortaya ¢ikan atiklarin ve evsel atiklarin
islenmesinde potansiyel uygulamalara sahiptir.

Ilac endiistrisi

Sindirim sistemini desteklemek icin iiretilen ilaglarda
proteaz enzimleri kullanilmaktadir.

Klinik uygulamalar

Proteazlar kan ve dokulardaki uyusturucu madde tanisinda
kullanilmaktadir. Uyusturucu maddelerin ara {irtinleri
viicuttaki proteinleri bagladiklar1 i¢in kan ve doku
orneklerine proteaz enzimi uygulandiginda proteinlerin
yikilmasin1  saglayarak  uyutucu maddeler aciga
¢ikmaktadir.




1.3  Enzimlerin immobilizasyonu

1916 yilinda Nelsen ve Griffin odun komiirii iizerine adsorbe edilmis maya invertaz
enziminin sukrozun hidrolizini katalizleyebildigini gézlemlemislerdir. Bu gelismenin
ardindan fizyolojik olarak aktif proteinlerin kovalent baglanma ile ¢esitli tasiyicilar
izerine immobilizasyonu konusunda ¢ok sayida yaym yayimmlanmistir. Biitiin bu
caligmalara ragmen 1953 yilinda Grubhofer ve Schleith’in karboksipeptidaz, diastaz,
pepsin ve riboniikleaz gibi enzimleri kovalent baglanma metoduyla diazolanmis
poliaminostiren reginesi lizerine immobilize etmislerdir. 1956 yilinda katalaz
enziminin DEAE-seliiloz {izerine iyonik baglanmayla immobilizasyonu, 1963 yilinda
tripsin, papain, amilaz ve riboniikleazin tutuklama yontemiyle poliakrilamit jel
igerisine immobilizasyonu, 1964 yilinda karbosipeptidaz A enziminin gluteraldehitle
capraz baglanmasi ve karbonik anhidraz enziminin mikrokapsiillenmesi, 1971 yilinda
ise amiloglukozidaz iceren lipozomlarin hazirlanmasi ¢alismalart yapilmistir. 1969
yilinda Chibata ve arkadaslar1 fungal amino a¢ilaz enzimini DEAE Sephadex {izerine
iyonik baglanma metodu ile immobilize etmislerdir. Bu yontem immobilize
enzimlerin endiistriyel uygulamalarinin ilki olmustur. Chibata ve arkadaslart 1973
yilinda mikrobiyal hiicrelerin immobilizasyonunun ilk endiistriyel uygulamalarimni
gergeklestirmislerdir. Chibata ve arkadaslar yiiksek aktiviteye sahip aspartaz igeren
Escherichia coli hiicrelerinin poliakrilamit jel i¢ine tutuklanmasini saglayarak

amonyum fumarattan L-aspartat tiretmislerdir (Tagdelen, 2006).

Immobilize enzimler katalitik aktivitelerini koruyarak, sinirlari belli bir bdlgeye
fiziksel olarak hapsedilmis, tekrarli ve stirekli kullanilabilen enzimler olarak
tanimlanabilir. Immobilize enzimler serbest enzimlerin dezavantajlarini ortadan
kaldir ve kararli olmalarina olanak saglar. Immobilizasyon prosesinin en 6nemli
avantaji, enzimin katalizledigi reaksiyon iirlinlerinden kolayca ayrilabilmesidir.
Immobilize enzimler, filtrasyon ve santrifiijleme prosesleri ile tekrar kullanilmak
tizere kolayca geri kazanilabilmeleri ve sabit yatak, akiskan yatak ya da karigtirmali
tank reaktor gibi stirekli proseslerde kullanilabilmeleri gibi klasik heterojen
katalizorlerin sagladigi avantajlarin tiimiine sahiplerdir. immobilize enzimlerin bir
diger avantajlar1 ise tekrar kullanilabilir olmalari, enzimin reaksiyon ortamindan
cekilmesiyle reaksiyonun hizli bir sekilde sonlandirilmasi (ya da tam tersi) ve

reaksiyonlardan sonra aktivitelerindeki kaybin az olmasidir. Diger fiziksel ve
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kimyasal proseslerde oldugu gibi immobilizasyonun hizi ve verimi Ozellikle
tagtyicinin cinsine, immobilizasyon yoOntemine, derisimine, pH’a, sicakliga ve

reaksiyon siiresine baghdir (Tasdelen, 2006).

Serbest enzimler ile kiyaslandiginda immobilize formdaki enzimler sayesinde;
reaksiyon ortamindan kolayca uzaklastirilabilmekte, tepkime iiriiniiniin enzim atig
icermesi Onlenebilmekte, biyoproses kosullarina karst dayanim arttirilabilmekte,
uzun siire reaksiyon ortamlarinda yeniden kullanilabilirligi arttirilabilmekte, seri ve
paralel reaksiyonlarin yer alacagi biyokatalitik reaktdr sistemlerin gelistirilmesiyle
hem iiriin se¢imliligi hem de verimliligin kontrolii saglanabilmekte, dogal enzimlere
kiyasla kararliliklar1 gelistirilebilmekte ve ayrica bazi durumlarda serbest enzimlere

kiyasla daha ytiksek aktivite gosterebilmektedir.

1.3.1 Immobilizasyonun avantajlari

Immobilizasyon prosesinin en &nemli avantaji enzimin Kkatalizledigi reaksiyon
tirinlerinden kolayca ayrilabilmesidir. Boylece enzim kontamine olmaktan korunur
ve enzimi saflastirma islemleri azalir (Aehle, 2004). Immobilize enzimler klasik
heterojen katalizorlerin sagladigi avantajlarin tiimiine sahiptir. Bunlar filtrasyon ve
santrifiijleme prosesleri ile tekrar kullanilmak tizere kolayca geri kazanilabilmeleri ve
sabit yatak, akiskan yatak ya da karigtirmali tank reaktor gibi siirekli proseslerde
kullanilabilmeleridir. immobilize enzimlerin diger avantajlar1 tekrarli kullanilabilir
olmalari, enzimin reaksiyon ortamindan ¢ekilmesiyle reaksiyonun hizli bir sekilde
sonlanmas1 (ya da tam tersi) ve reaksiyonlardan sonra aktivitelerindeki kaybin az

olmasidir (Tagdelen, 2006).

1.3.2 immobilizasyon parametreleri

Fiziksel ve kimyasal proseslerde oldugu gibi, immobilizasyonun hiz1 ve verimi
Ozellikle tagiyicinin cinsine, immobilizasyon yontemine, derisime, pH’a, sicakliga ve
reaksiyon siiresine baglidir. Céziinmez gozenekli tasiyicilar kullanilarak enzimlerin
baglanmasi yontemi, laboratuvar ¢alismalar1 ve endiistriyel uygulamalar i¢in standart
bir yontemdir. Enzim dis yiizeyinin ve tasiyicinin fonksiyonel gruplarin 6zellikleri
tagtyicilara kimyasal baglanma esnasinda ¢cok onemli rol oynar. Adsorpsiyon yiizeyin
hidrofilik ve hidrofobik olma karakteristigine baglidir. Hakim olan iyonik gruplar ve

bu gruplarin amino asitlerle olan etkilesimleri ¢6zeltinin pH’1 ile degisen ve tiim
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yiizeyin karakteristigini belirleyen elektriksel ylike ve iyonik gruplarin yogunluguna
baghdir. Kovalent baglanmada, protein yiizeyine erisebilir olan ¢ok sayida
fonskiyonel grup kullanilabilir. Bunun yani sira, 6zellikle lizin ve arjininin amino
gruplari, aspartik ve glutamik asitin karboksil gruplar1 gibi az sayida amino karboksil
grup pratik olarak kullanilabilir. Enzim ile tasiyici yiizeyi arasindaki iyonik,
hidrofilik veya hidrofobik ve hidrojen baglar ile olan gii¢lii etkilesimler enzimin
kararliligimi etkiler. Cok sayidaki gii¢lii etkilesimler tasiyici yiizeyinde tersinmez
adsorpsiyona neden olabilir. Bunun sonucu olarak enzim aktivitesinde kayba neden
olur. Bu istenmeyen durum ayrica proteinin iigiinciil yapisinda da konformasyonel
degisikliklere neden olabilir. Ortaya c¢ikan bu etkiler Ozellikle kati tasiyici
yiizeylerindeki coklu etkilesimlerde gozlenebilir. Bazi durumlarda uygun bir
miktarda bosluk yaratici ajan olarak bilinen kimyasallarin kullanilmasi tastyiciyi
immobilizasyona elverigli hale getirerek enzimi korur ve enzimin inaktivasyonunu
engeller. Enzimin korunmasi i¢in belli miktarda pasif ve ucuz bir protein adsorbe

edilir (Tasdelen, 2006).

1.3.3 Immobilizasyonda kullanilan tasiyicilar
Immobilize enzimlerin 6zellikleri hem enzimin hem de tasiyict maddenin
ozelliklerine baglidir. immobilize edilmis enzimin pratik uygulamalari i¢in enzim ile
tagiyic1 arasindaki etkilesimler, enzimin tespit edilmesi gereken fizikokimyasal ve
kinetik ozellikleri hakkinda katki saglar. Tasiyici, immobilize enzimin operasyonel
performansini 6nemli 6l¢iide artirabilmesi i¢in ¢ok akillica secilmelidir (Krajewska,
2004). Tim enzimler ve enzim uygulamalar1 i¢in genel bir tasiyici bulunmazken
tasiyici olarak kullanilacak maddelerde aranilan bir¢ok 6zellik olmalidir. Bunlar:
i.  Proteinlere karsi yiliksek ilgi kimyasal modifikasyonlar ve enzimle direkt
olarak reaksiyona girebilmesi i¢in gerekli fonksiyonel gruplarin varligi
ii.  Hidrofiliklik
iii.  Yenilenebilirlik
iv.  Mekanik kararlilik ve rijitlik
v.  Segilen biyotransformasyon i¢in farkli geometrik sekilerde ve istenilen ylizey
alanlarinda hazirlanabilme kolaylig
vi.  Genis ylizey alani
vii.  Kimyasal kararliliginin yiiksek olmasi

viii.  Uygun tanecik ¢ap1 / boyutu (0.2-1 mm / 30-60 mm)
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1X.

X1.
Xii.
X1il.
X1v.

XV.

Iyon degistirebilme kapasitesinin yiiksek olmasi
Sisme kabiliyetinin diisiik olmasi

Mikrobiyel kararliliginin yiiksek olmasi

Insan ve ¢evre sagligma zarar vermemesi
Elastikiyetinin yeterli olmasi

Maliyetinin diisiik olmas1

Dogal ortamlara zarar vermeyecek maddelere indirgenebilmesi

gibi birka¢ madde halinde sayilabilir (Krajewska, 2004).

1.2.4 Immobilizasyonda genel olarak kullanilan tasiyicilarin siniflandiriimasi

Enzim

immobilizasyonunda yukaridaki Ozelliklerin biiyiik bir kismina sahip

inorganik, dogal kaynaklardan elde edilen organik ve organik+sentetik tasiyicilar

gibi ¢ok cesitli tagiyicilar kullanilabilir (Tasdelen, 2006).

Inorganik tasiyicilar:

i.
il.
iii.
1v.
v.

Vi.

Gozenekli cam

Gozenekli silika

Aliimosilika dogal kaynakli organik tasiyicilar
Polisakkaritler

Caprazlanmis dekstranlar

Proteinler

Organik+sentetik tasiyicilar:

1.
l.
1ii.
1v.
V.
Vi.
Vii.

viii.

Metilakrilat tiirevleri
Akrilamit tiirevleri
Vinilasetat tiirevleri

Maleik asit anhidrit-tiirevleri
Poliamitler

Polistiren tiirevleri
Polipropilen

Sepatanecikleri

Baz1 enzimler, immobilizasyon islemi sonrasinda otokataliz yani kendini parcalama

olasiligin1 da azaltilabilmektedir (Telefoncu, 1997). Sekil 1.4’de immobilizasyon

yontemlerinin siiflandirilmasi gosterilmistir.
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Enzim immobilizasyonu

Tastyict igine immobilizasyon Tutuklama
Capraz Tasiyiciya  Tastyicinin Mikrokapsiilleme Fiber
baglanma baglanma icine tutuklama
‘ tutuklama
Fiziksel Iyonik Kompleks Kovalent
adsorpsiyon baglanma baglanma baglanma

Sekil 1.4 immobilizasyon yontemlerinin siniflandiriimasi (Tasdelen, 2006).

1.3.5 Tasiyicisiz enzim immobilizasyonu

Tasiyicili enzim immobilizasyon sistemlerinde enzimin aktivitesi tasiyict olarak
kullanilan materyalin katalitik olmayan kiitlesinden dolay1 birim biyokatalizor kiitlesi
basina aktivite kayiplarima yol a¢maktadir. Tasiyicisiz enzim immobilizasyonu,
tasiyicili enzim immobilizasyon sistemlerinin yarattigi olumsuzluklar1 ortadan
kaldirmak icin alternatif olarak gelistirilmis bir yontemdir. Bu ydnteme gore
tagtyicitya ihtiya¢ olmaksizin enzimlerin birbirlerine c¢apraz baglanmasi ile
immobilizasyon gerceklestirilir. Bu yontemin temel amaci; diger immobilizasyon
yontemlerine kiyasla enzimlerin katalitik aktivitesini arttirmak, yiiksek secicilik
kazandirmak ve daha diigiik maliyetli biyokatalizor sistemlerini gelistirmektir (Yu ve
ark., 2006). Tasiyicisiz enzim immobilizasyon sistemlerine yonelik c¢alismalar

asagida belirtildigi gibi dort farkli grupta siniflandirilabilirler (Mateo ve ark., 2003).

1. Capraz bagl ¢oziinmiis enzim (CLE, Cross—linked enzymes)
2. Capraz bagh enzim kristalleri (CLEC.,Cross—linked enzyme crystals)
3. Capraz bagh piiskiirtiilerek kurutulmus enzim (CSDE, Cross—linked
spray dried enzyme)
4. Capraz bagli enzim agregatlart (CLEA, Cross—linked enzyme
aggregates)
14



Sulu c¢ozeltilerden yola ¢ikilarak tasiyicisiz enzim immobilizasyon sistemlerinin

gelistirilmesine yonelik adimlar Sekil 1.5’de goriilmektedir.

Cozinmis enzim
d’%o% g
e

\ Capraz baglayici ajan

Sekil 1.5 Tasiyicisiz enzim immobilizasyon stiregleri (Sheldon ve ark., 2005).
CRY: Kristal. AGG: Agregat. SDE: Piiskiirtiilerek kurutulmus enzim

1.4  Enzimlerin U¢ Boyutlu Yapilar

Proteinleri yapisal ve iglevsel olarak birbirlerinden farkli kilan, amino asit dizilimleri
ve konformasyonlarinin farkliligidir. Cogu protein Sekil 1.6°da gosterildigi gibi
benzersiz 3 boyutlu yapilarma katlanir. Proteinin kendiliginden katlandig1 yapisi
dogal (native) konformasyonu olarak bilinir. Genellikle zaman protein yapilar1 dort

bolimde inceler:
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Sekil 1.6 Proteinlerde birincil (a), ikincil (b), ligiinciil (c¢) ve dordiinciil yapilart (d).

Birincil yapi: Aminoasit diiz zincirine verilen addir. Proteinin 3 boyutlu
yapist veya fonksiyonu hakkinda bilgi vermez.

Ikincil yapi: Hidrojen baglari ile kararli kilinmis diizenli olarak yinelenen
lokal yapilardan meydana gelir. En yaygin ornekleri alfa sarmali, beta
katmani ve kwvrimlardir. Ikincil yapilar lokal oldugu icin aym proteinin
icinde farkl ikinci yapilara sahip pek ¢ok bélge bulunabilir. Alfa sarmal ve
beta katmani yapilar: Sekil 1.7 de gosterilmistir.

Uciinciil yapi: Tek bir proteinin tamamimin seklidir. Ikincil yapilarin
birbirleriyle olan uzaysal iliskisini icerir. Proteinin ticiinciil yapisi genelde
lokal olmayan etkilesimler tarafindan stabilize edilir. Bunlar hidrofobik
cekirdekler, tuz kopriileri,

hidrojen baglari ve translasyon sonrasi

modifikasyonlardir. Ugiinciil yapr terimi genellikle es anlamli olarak
katlanma terimi yerine kullanilir.

Dordiinciil yapi: Proteinlerin genellikle protein alt birimleri adi verilen
polipeptid zincirleri tarafindan olusturulan ve tek bir protein kompleksi

halinde fonksiyon gosteren yapilarina verilen addir.
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T

! Peptidbaglan
Alfa sarmali ' arasindaki

DIMUrgas! Hidrojen baglar

Yan zincirlerin
pozisyanlan

Beta katmarninin
«7 Orerindeki yan
zincirler

v

Beta katmaminin
altindaki yan zincirler

Sekil 1.7 Alfa sarmal ve beta katman yapilari.

Enzimlerin ikincil Yap1 Analizleri

Enzimlerin ii¢ boyutlu yapisi, onlarin denatiirasyonuna ve aktivite kaybina neden
olan ekstrem kosullar altinda 6nemli Olglide degisebilir (Liu ve ark., 2013). Peptit
gruplarinin titresimlerinden kaynaklanan Amid bantlar1 polipeptitler ve proteinlerin

ikincil yapisi iizerinde bilgi saglar. Protein yapisal calismalarinda yaygin olarak

kullanilan bantlar Amid I, I ve III bandlaridir (Haris ve Severcan, 1999).
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Amid I band1 genel olarak peptit gruplarinin C=0 gerilme titresimlerinden ortaya
cikar (Dzwolak ve ark., 2001). Amid II band1 C-N gerilme titresimlerinin katkisi ile
ilk olarak N-H egilmesinden kaynaklanir. Amid III adsorpsiyonu ilk olarak N-H
egilmesi ve C-N gerilme titresimlerinden olugsan normale gore oldukca zayif infrared
banttir (Haris ve Severcan, 1999). Amid I bandi absorpsiyonu 1600-1700 cm™
bolgesinde olusur. Hidrojen baglari ve gecis dipolleri arasindaki eslesme, amid
bantlarinin konformasyonal hassasligi yonetmede en onemli faktorler arasindadir.
Amid I bantlarinin 1620-1640 cm™ spektral aralig1 B-sheet yapist olarak adlandirilir.
Bazi proteinler i¢in B-sheet yapist 1620 cm™ dalga sayisindan daha da asagisinda
gozlemlenebilir.  Homopolipeptit poli-L-lizin igin B-sheet yapist 1610 cm™
gdzlemlenmistir. Anti paralel p-sheet yapisi ise 1670-1695 cm™ civarindaki diger

bantlarin varhiginda tespit edilebilir (Haris ve Severcan, 1999).

Protein ikincil yapilarin belirlenmesinde kullanilan geleneksel yontemler arasinda
niikleer manyetik rezonans (NMR), sirkiiler dikroizm (CD), Fourier doniisiimlii
kizilotesi spektroskopisi (FTIR) ve Raman/raman optik aktivite spektroskopisi
gelmektedir (Lewis ve ark., 2013). Bunun yan sira, x-1s1n1 kirinimi (XRD) proteinin
ic boyutlu yapisinin belirlenmesi i¢in miikemmel bir teknik olmasina karsin bircok
dezavantaja sahiptir. Bu dezavantajlar su sekilde siralanabilir. Kristalografik
caligmalar, membran proteinlerinde oldugu gibi bir¢cok protein igin gegerli olmayan
yiiksek kaliteli kristal form gerektirir ve kristal halindeki proteinin yapisi ¢ozelti
icindeki yapisiyla benzer olmayabilir. X-1s1n1m1 kirinim verisi, biyolojik sistemlerde
dinamik dogas1 ile protein yapisini yansitmadigi gibi protein yapisint doguran sunar.

Yontemin yavasligida ayri bir dezavantajdir.

NMR spektroskopisi ¢ozelti icindeki protein yapi ¢alismasi i¢in daha iyi esneklige
sahiptir. Ancak bliylik molekiil agirlikli proteinlerin NMR spekturumlarimin yorumu

cok karmasiktir ve teknik kii¢iik proteinler ile (~30 kDa) simdilik kisithidir.

FTIR, proteinlerin yapisal karekterizasyon i¢in son donemde popiiler hale gelen
tekniklerden biridir. Molekiiler titresimleri baz alir. Bu titresimler genel olarak Sekil
1.8’de goriildiigi gibi dondiirme, burkulma ve gerilme titresimleridir. FTIR cihaz
kullaninminin gelisimi ile su iginde seyreltilmis protein c¢ozeltisinden gelen yiiksek
kalitede spektrum elde etmek suanda miimkiindiir. Protein ¢ozeltisinin

spektrumlarindan  gelen Ortlismiis su  molekiillerinin  adsorpsiyon  pikleri
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dekonvoliisyon yontemi ile ortamdan wuzaklastirilabilir. Ayrica proteinlerin
spektrumlarinda genis kizilotesi bantlar dekonvoliisyon prosediirleri ve ikincil
sapmalar kullanilarak detayli olarak analiz edilebilir. FTIR tekniginin diger
avantajlar1 ise su sekilde siralanabilir. Gereksinim duyulan protein miktar1 nispeten
azdir (10 pg). Proteinin boyutu énemli degildir. Floresan etkileri veya 1s1k sagilmasi
yoktur. Kinetik veya zamana bagimli ¢alismalar miimkiin olabilir ve diger cihazlar
ile kiyaslandig1 zaman ekipmanlarinin maliyeti diisiiktiir. Ayn1 zamanda yaklasik
1 mg/mL gibi daha diisiik protein derisimi kullanildig1 zaman yiiksek kalitede
spektrum elde etmek miimkiindiir. Su i¢inde ¢oziindiiriilmiis bir protein i¢in yiiksek
giiriiltii/sinyal oranini elde etmek i¢in 200-400 tarama yeterli iken doteryum iginde
¢Oziindiiriilmiis bir proteinde 100-150 tarama yeterlidir. Su i¢inde ¢oziindiiriilmiis
proteinlerde ortamlardaki su piki nedeniyle tarama sayisindaki artis sonucunda daha
net pikler elde edilebilir. Diigiik giirtiltii/sinyal oran1 elde edebilmek igin
spektrometrenin 6rnek bolimiinden gelen su buharinin giderilmesi gereklidir. Cilinkii
hassas Amid I pik konformasyonu ile dar su buhar1 pikleri ¢akisir (Haris ve

Severcan, 1999).

asimetrik simetrik
gerilme
R~ H R ™H
R T 2l R i s
/\.-\- o) >\H~>/ duzlem igi
R H_) R H egilme
makaslama salinma
R\ .-"""‘Hl R\“ .n:iI—I
W ' duzlem digl
R ! R Hl edilme
sallanma burkulma

Sekil 1.8 Gerilme, dondiirme ve burkulma titresimleri.

19



1.6  FTIR ile ikincil Yapilarin Analizi

FTIR spektroskopisi kullanilarak proteazlarin dogal ikincil ve {igiinciil yapilarini
koruyan kovalent olmayan kuvvetlerinin (hidrojen baglar1 iyonik , hidrofobik ve Van
der Waals etkilesimleri) degisimlerini bilmek ¢ok kolaydir (Liu ve ark., 2013). FTIR
molekiiler baglarin niteligini belirlemek amaciyla maddelerin yapisindaki baglari
aragtirmak icin kullanilan temel bir spektroskopik cihazidir. FTIR teknigi genel
olarak organik molekiiller arasinda islevsel gruplarin tanimlanmasi igin
kullanilmaktadir. FTIR tekniginde geleneksel olarak bir iletim hiicresi ya da bir KBr
(potasyum bromiir) pellet ile birlikte kullanilir. Zayiflatilmig toplam yansima (ATR)
yiizey hassasiyetini anlamli bir sekilde arttirir ve FTIR teknigi ile ikincil yapilarinin
aydinlatilmasinda kullanilan donanimdir. Adindan da anlasilacagi gibi ATR, yansima
geometrisinin belirli bir tiiriinii ifade eder. FTIR iletiminde kizilotesi 1smn bir
numunenin kalinligi boyunca diiz bir yolda hareket etmesine karsin ATR’de
kiz1l6tesi 151n bir kristal boyunca yansir. Isin toplam i¢ yansimay1 saglayan bir aciyla
kristal i¢inde sigrama odaklidir. ATR’nin tipik analiz yontemi Sekil 1.9’da
gosterilmistir. Numunenin enerjiyi absorpladigi kizilotesi spektrum bolgelerinde,
genligi azalan dalga zayiflatilmig ya da degismis olacaktir. Genligi azalan dalgadan
gelen zayiflatilmis enerji IR 1s1mindan geri gecerek kristalin 6teki ucundan ¢ikar ve
IR spektrometro dedektoriine aktarilir. Sistem daha sonra bir kizilotesi spektrum

olusturur (http://shop.perkinelmer. com/content/Technicallnfo/TCH_FTIRATR.pdf).

Sample in contact

\ To Detector
Infrared ATR

Beam Crystal

N

Sekil 1.9 Tipik ATR 1511 analiz yontemi.

20



Sivi ve kati iceren numuneler basitce ATR kristali yiizeyine belli bir basing
uygulanarak bastirilir. ATR kristali ilgili bolgede numuneyi asgari miktarda absorbe
eder. ATR teknigi ile analizlerin se¢ciminde 6n plana ¢ikan cesitli faktorler vardir.
Ancak bu kriterler igerisinde en baskin olani ylizey hassasiyetidir. Doniisiimlii
kizil6tesi 1511 hem parcacigin ylizeyini hem de igerigini inceler. ATR, sadece kristal
yizeyine yaklasik olarak bir mikrometre kalinligindaki maddelerin IR
spektrumlarinin alinmasinda kullanilir. Gaz ile calisilan tiirlerde dogal durumunda
Olcltim (ya da reaksiyon devam ederken yapilan Slgiimler) yalnizca tipik bir iletim
hiicresi ile gerceklestirilebilir. Dogal konumunda (in-sifu) Olglimler ATR ile de
gerceklestirilebilir. Yukaridaki kuruluma sivi veya gazlarin akisini saglayacak bir iist
plaka eklenerek in situ hiicre sekline doniistiiriilebilir. Ozellikle ATR teknigi ile
katalitik sistemlerin kinetik analizlerinde de kullanim potansiyeli bulunmaktadir

(http://www.temple.edu/ strongin/atr.html).

FTIR sistemlerinde Nernst cubugu, globar ¢ubugu, tungsten-flaman lambasi, civa ark
lambas1 ve nikrom teli kullanilan 151k kaynaklaridir. Nernst ¢gubugu, uzunlugu 20 mm
ve ¢ap1 1-2 mm olan nadir toprak metali oksitlerinden yapilmistir. Globar ¢ubugu 5
mm c¢apinda ve 500 mm uzunlugunda silisyum karbiirden olusmus bir silindirdir.
Tungsten-flaman lambasi dalga boyu 0.78-2.5 pum (yakin infrared) arasindaki
bolgesinde 1s1ma yapan bir 151k kaynagidir. Civa ark lambasi uzak infrared (50um
den biiyiik) bolgesi i¢in kullanilan bir 151k kaynagidir. Nikrom teli ise 151k kaynagi

uzun omurladir.

FTIR cihazlarinda kullanilan detektor tipleri IR cihazlarinda kullanilan detektorlere
benzerdir. Ilk ¢ikarilan cihazlarda diger IR detektdrlere gore algilama zamam daha
kisa olan triglisin siilfat piroelektrik dedektorler kullanilirdi. Giiniimiizde ise
hassasiyeti daha yiiksek olan sivi azotla sogutulmus civa’kadmiyum telliiriir ya da
indiyum antimoniir fotoiletken dedektorler kullanilmaktadir. Analizlerdeki
hassasiyetin gelistirilmesine yonelik degisik tipte dedektorler iizerinde bilimsel
arastirmalar  siirdiiriilmektedir. 650-4000 cm™ araliimi kapsayan temel FTIR
spektrum alma uygulamalarinda bazi enerji sinirlamalarinin neden oldugu o6zel
sorunlar en diisiik diizeye iner. Ornegin, absorpsiyonun c¢ok diisiik oldugu mikro
miktarlardaki o6rneklerle calisilabilir ve ayrica 100 um gibi kii¢iik ¢caplh taneciklerin
spektrumlart almabilir. Spektrumlarin ¢ok hizli bi¢cimde alinmasini gerektiren

kararsiz meddeler i¢in de benzer yontem uygundur.
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Katilar i¢in 6rnek hazirlamanin en yaygin iki formu ince bir toz halinde malzemeyi
Oglitme ve bir matris i¢inde dispersiyon haline getirmeyi amaclar. Bir kizil 6tesi 151
belirli bir agidaki yiiksek kirilma endeksi ile birlikte optik olarak yogun kristal
tizerine yonlendirilir. Bu i¢ yansima kristal ile temas halinde tutulan numune igine
kristal ylizeyinin Otesine uzanarak genligi azalan bir dalga olusturur. Sonug¢ olarak
numune ve kristal yiizeyi arasinda iyi bir temas olmasi gerekir. Teknigin basarili

olabilmesi i¢in asagidaki iki gereksinim karsilanmalidir.

1. Numune ATR kristali ile dogrudan temas halinde olmalidir. Ciinkii genligi
azalan dalga sadece 0.5-5 mikronluk kristalin 6tesine kadar uzanmaktadir.

2. Bagka bir i¢ yansima gerceklesmemesi icin kristalin kirilma indeksi
numuneninkinden 6nemli Ol¢lide daha biiylik olmasi gerekir. Isin kristal

icinde dahili olarak yansitilmaktan ziyade direkt iletilecektir.

En sik kullanilan ATR kristal meteryali elmastir. Elmas yiiksek dayanikliliga ve
kimyasal acidan inert 6zellige sahiptir. Cinko Seleniir (ZnSe) ve Germanyum gibi
kristaller ATR donaniminda kristal materyaller olarak kullanilandir. Bu ATR
kristalleri arasinda ZnSe daha diisiik maliyetli materyal olup sivi orneklerin
analizinde yaygin bir sekilde kullanilmasina karsin pH’m 5-9 oldugu araliktaki
Olclim calismalar1 i¢in uygun degildir. Germanyum daha genis bir pH araliginda
kullanilabilme potansiyeline sahip olup zayif asit ya da baz ortaminin analizinde
kullanilabilir. Germanyum kristalinin yer aldigi ATR sistemlerinde kirilma indisleri
yiiksektir. Bu nedenle diisiik enerjili bir spektrum elde edilir. Bu yliksek absorplayici
materyallerin analizinde avantaj saglar. Elmas ATR kristali yiiksek dayaniklilig1 ve
mukavemeti ile uzun siire kullanim olanagi saglar. Genellikle uygun bir ¢oziicii
yardimiyla kolaylikla temizlenir. Temizlik islemi i¢in genellikle su, metanol ya da

propanol kullanilir.

ATR teknigi kullanmilarak gerceklestirilecek spektrum alimlari 6ncesi ylizeyde
herhangi bir kirliligin bulunmamasi 6nemlidir. Sulu sistemlerin analizinde kristal
temizlendikten sonra background alinir ve daha sonra 6rnek kristal {izerine homojen
bicimde dagitilir. Yatay ATR iiniteleri nitel ¢alismalarda en yaygin kullanilan
konfigiirasyondur. Kati numuneler ile ATR kristali iizerinde belli bir kuvvette

basinglandirma iglemi uygulanir (Sekil 1.10).
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Sekil 1.10 ATR kristali {izerine numunelerin yerlestirme ve basin¢landirma islemi.

Kat1 6rneklerin analizinde, 6rnegin kristal {izerindeki yiiksekligi birka¢ milimetreden
daha fazla olmamalidir. Kat1 ya da siv1 6rneklerden elde edilen spektrum verilerinin

degerlendirilmesinde asagidaki belirtilen siirecler gergeklestirilir.

i.  Absorbans spektrumlarinin priizsiizlestrilmesi: Binominal 11 noktadan
piirtizsiizlestivilmesi yani smooth islemi gerceklestirilir. Bu islem icin
genellikle Savitsky-Golay metodu kullanilir. 5 noktadan piiriizsiizlestirme
saglanarak iigiincii derece polinomal islemleri gerceklestirilir.

ii.  Ters evrisim: Amid I bandi bilesenlerinin saptanabilmesi icin gerc¢eklestirilen
smooth adimi sonrasi ters evrisim (Fourier Self Deconvolumtion. FSD) islemi

gergeklestirilir.
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iii.  Ikincil tiirev: Ters evrisimi gerceklestirilen analizin ikincil tiirevi alimarak
genis  spektrum altindaki  spektrumu olusturan pikler elde edilir

(http://shop.perkinelmer.com/ content/Technicalinfo/TCH_FTIRATR.pdf).

Proteinlerin yapisal tekrar birimini olusturan peptid grubu Amid A, B, I, 11, 111, 1V,
V, VI ve VII olarak adlandirilan 9 karakteristik bandtan olusur ve bu karakteristik
bandlarin yer aldig1 dalga sayilar1 Sekil 1.11°de gosterilmistir. Amid I ve Amid II

bandlar1 protein yapisal karakterizasyonunda en ¢ok kullanilan iki bandtir.
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Sekil 1.11 Amid badlarinin FTIR-ATR spektrumlari.

Amid A bandi, %95’in iizerinde N-H gerilme titresiminden kaynaklanir. Hidrojen
bag uzunluklarinin 2.69-2.85 A oldugu durum IR spektrumunda 3225 ve 3280 cm™
dalga sayisinda yer alir. Amid I bandi, proteinlerin en yogun adsorpsiyon verdigi
bandtir. Bu band C=0 (%70-85) ve C-N (%10-20) gruplarinin gerilme titresimleri
ile yonetilmektedir. Proteaz enziminin de Amid I bandinin yer aldigi dalga sayisi
araligi 1600-1700 cm™"’dir. Amid II bandi, 1510-1580 cm™ dalga sayis1 araligindaki
bolgeyi kapsar. Amid II bandi Amid I bandindan daha komplekstir. Amid II bandi
diizlemsel N-H biikiilmesinden kaynaklanir ve potansiyel enerjisinin %40-60’1m1
olusturur. Potansiyel enerjisinin geri kalan1t C-N (%18-40) ve C-C (yaklasik %10)
gerilme titresimlerinden ortaya ¢ikar. Amid III ve Amid V bantlar1 ise yan zincirlerin

ve hidrojen baglarinin dogasindan kaynaklanir. Bu yapilarin aydinlatilmasi ¢ok
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kompleks oldugundan dolayr bu baglarin yapisal bilginin aydinlatilmasindaki

kullanimi ise sinirlidir (Harding ve Haris, 2009).

1.7 Konu Uzerinde Onceki Cahismalar

Giiler ve ark., (2016), cesitli konsantrasyonlarda serin proteazlar (tripsin ve a-
kymotripsin) ile sigir serum alblimininin (BSA) enzimatik olarak indiiklenen
bozunmasint FTIR teknigi vasitasiyla incelemislerdir. Calismada, gercek zamanl
olarak proteoliz siirecini izlemek i¢in spektroskopinin uygulanabilirligini proteoliz
tirtinleri gibi BSA’nin ikincil yap1 analizi ile birlikte spektral degisimlerin izlenmesi
ile kanmitlanmistir. FTIR spektrumlarina ve amid I band1 bolgesindeki degisikliklere
dayanarak, a-helikslerin (1654 cm™) sirasiz yapilara doniistiiriilmesiyle proteoliz
isleminin ilerlemesini ve serbest karboksilat konsantrasyonunda bir artig (1593 cm’
ve 1402 cm™ emiliminde) goriilmiistiir. Bu ¢alisma ile ilk kez hidroliz derecesi FTIR
spektroskopisi ile Olglilen karboksil gruplarinin  konsantrasyonu arasindaki
korelasyon da ortaya cikarilmustir. ileri ultraviyole CD spektrumu sayesinde ikincil
yap1 analizleriyle birlikte, a-sarmal igerigin sirasiz yapinin bir artisiyla birlikte
azaldig: bildirilmektedir. Proteoliz ilerledikge biiyiik biyomolekiillerin ¢oklu baglarla
hidrolize edilmesi, kiicliik boyutlu sentetik substratlarin hidrolizinden ¢ok daha
karmasik olmasi nedeniyle bir proteoliz modeli i¢in parca mekanizmalarini ve
basamaklar dizisini karakterize etmenin olanaksiz odugu vurgulanmaktadir.
Proteoliz sirasinda serbest birakilmis polipeptit fragmanlarimin izlenmesi ve
bozulmamis proteinlerin konformasyonel ve ikincil yapilarin (a-heliks ve p-tabakali)
rastgele degisikliklerin izlenmesi bu karmasikligi c¢ozmeye yardimci olabilir.
Geleneksel olarak, hidroliz derecesini belirlemek i¢in amino gruplarinin miktar
kullanilir. Bir -NH; grubunun ve bir -COOH grubun bir peptid bagmnin hidrolizinin
sonucunda serbest birakilmasindan oOtiirii, karboksilat gruplarinin sayisi amino
gruplarinin  sayisina esittir. Bu nedenle karboksil gruplarinin konsantrasyonu
(1593 cm™'de), peptit baglarinin hidrolizinin izlenmesi i¢in kullanilabilir. Boylece
FTIR spektroskopisi parcalanmis peptid baglarm titizlikle "sayar". Onceki
calismalarda (Giiler ve ark., 2011) FTIR spektroskopisini kullanarak proteoliz
isleminin dogrudan izlenmesi icin kesin bir gosterge olan yaklasik 1593 cm™'de
proteoliz tiriinlerinin algilanis1 gosterilmistir Yaklasik 1593 c¢m™'de absorbe eden bu
IR sinyali, boliinmiis peptit gruplarinin serbest COO-gruplarina karsilik gelmektedir.
Giiler ve ark. (2011)'larinin ikincil yap1 analizi i¢in OPUS 4.2 yaziliminda dahili bir
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iteratif makroda uygulanan dekonvoliisyonlu spektrumlarin amid 1 bdlgesi
(1700-1600 cm-") igin egri uydurma ydntemi dzenle gergeklestirilmistir. Fourier self-
deconvolution (FSD), 28 cm™ bant genisligi ile bir Lorentz ¢izgi sekli kullanilarak
gerceklestirmislerdir. Alt bantlarin sayis1 ve konumlari, Fourier kendinden ¢6ziilmiis
spektrumlarindan ve ayni1 zamanda spektrumlarin ikinci tiirevlerinden tespit
edilmistir. Sekil 1.12 'de goriildiigi gibi farkl ikincil yapilardan kaynaklanan ¢akisan

bantlar1 ¢6zmek i¢in bant daraltma teknikleri dikkate alinmastir.

atm. water vapor

4" derivative

Absorbance (Arbitrary Unit)

2™ derivative

1654
J T v T T T J T v T T
1800 1750 1700 1650 1600 1650 1500

Wavenumber (cm’')

Sekil 1.12 BSA'nin IR spektrumunun Fourier kendinden ¢oziilmiis
2. ve 4. tiirevleri (Giiler ve ark., 2011).

Tiim bu bant daraltma teknikleri, alt bantlarin sayisini ve egri uydurma igin
konumlarini belirlemek i¢in dikkate alinmistir. Karsilastirma i¢in atmosferik su
buhar1 IR spektrumu tayfida da ayrica eklenmistir. Burada, orijinal bant genisligini
karsilastirarak protein sinyallerini atmosferik su buharmin katkisindan kolayca
ayirdedebiliriz. Dogal BSA, D20'da 1679, 1672, 1668, 1654, 1640, 1629 ve 1623 cm
"1 emici IR sinyallerine sahiptir (Sekil 1.12). Ozellikle IR spektrumlarmnin 4. tiirevi,
ayristiritlmig olup 2. tiirev spektrumlarinda agik¢a goriilemeyen {iist {iste binen
bantlarin iyi ¢ozlilmedigi goriilmektedir.Bu bantlar1 ¢6zmek ve spektrumlarda sikca
goriilen frekanslardan kag¢inmak i¢in egri uydurma yontemi seg¢ilmistir. Egri

uydurmadan 6nce spektrumlar, 1485 ve 1725 cm™ araliginda olup daha sonra amid I
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bantlari i¢in diizeltilmistir. Temel diizeltmeyi gergeklestirmek i¢in 1600 cm™ ve 1700
cm’ arasinda diiz ¢izgiler olusturulmus ve orijinal spektrumdan ¢ikartilmustir. lk
egri uydurma igin alt bantlarin sayis1 ve konumu ile tepe yiikseklikleri ve genislikleri
gibi baslangi¢ girdi parametreleri girilmistir. Nihai uyanlar i¢in bant araliklari,
genislikleri ve tiim bantlarin sekilleri es zamanli olarak degistirilmistir. Ancak
pozisyonlarin yinelemeler sirasinda degigmesine izin verilmemistir. Orijinal ve
uydurulmus egrinin ikinci tiirevleri, egri uydurma dogrulugunu saglamak igin
karsilastirilmistir. Son olarak, en uygun es anlamh tiirevler kullanilmistir. Miinferit
bantlarin kesirli alanlar1 daha sonra farkli ikincil yapi elemanlarinin (o-sarmal,
B-tabaka, doniis ve rasgele bobinler) yiizdesini hesaplamak i¢in kullanilmistir. Bu
calismada BSA'nin ikincil yapisal igerigi tahmin etmek icin basitlik ac¢isindan diizenli
ve diizensiz a-sarmalin yiizdelik degerleri toplam o-helis igerigini elde etmek ig¢in
toplanip ortalama degeri alinmistir. Diizenli ve diizensiz B-tabakasi da toplam
B-tabakali icerik elde etmek i¢in toplanip ortalama degeri alinmistir. Dolayisiyla
ikincil yapisal igerigin nihai sonucu i¢in yap1 elemanlarinin degerlerinin ortalamasi
alinmistir. Protealiz sirasinda ayni spektrum degisiklikleri gozlemlense de
bozulmamig proteinin bozunum giicii,enzim konsantrasyonunun yani sira proteaz
tiiriine gore de farklilik gotermektedir. Her durumda 1654 cm™ civarindaki amid I
bandinin protein enzimatik pargalanmasi sirasinda kuvvetli bir sekilde azaldigi
(negatif bant), bu da a-helislerden daha diisiik bir katkiy1 isaret etmektedir. Buna ek
olarak, diizensiz yapidan ve/veya parcalanmis polipeptidin kisa zincirlerinden
kaynaklanan 1637-1640 cm™ civarinda bir omuz proteoliz islemi sirasinda agik bir
sekilde arttign asikardir (Sekil 1.13). Ote yandan serbest karboksilat anyonlarmin
antisimetrik ve simetrik germe modlarina atfedilebilen yaklasik 1593 cm™ ve 1402
cm” araliginda yogunlugun artmasina (pozitif bant) ve proteolizden salman iiriinleri
daha da teyit etmektedir. Bununla birlikte, bu serbest karboksilat sinyalleri dogal
BSA i¢in biiyiimemektedir. Bu da proteolizin yoklugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 1.13 Coziinmemis IR spektrumlarinin amid I ve amid II bélgeleri i¢in egri

uydurma (bos BSA, 25mg/mL) (A), kymotripsin ile par¢galanmis BSA (B).

Tespit seritleri tarafindan olusturulan her iki zarf bandi da noktali ¢izgilerle
gosterilmis ve orijinal spektrumlar somut ¢izgilerle gosterilmistir. Orijinal
spektrumlarin ve takilmig zarfin, egri uydurma basarisini karsilagtirmak i¢in ikinci
tiirevleri, egri uydurmadan once, bos BSA'dan D,0O tamponu c¢ikarilmig ve

parcalanmis BSA'dan enzim ¢ozeltisi ¢ikartilmistir.

Bu c¢alismada BSA ve Lizin, iyi bilinen yapisindan dolayr bir alt tabaka olarak
sec¢ilmistir. Tripsin ve kimotripsin biyoteknoloji ve gida endiistrisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu proteolitik enzimler, sindirim sisteminde bulunan serin proteaz
familyasinin {yeleridir ve burada biiyiik protein molekiillerini kiigiik pargalara
ayrirlar. Tripsin, pozitif ylikli lizin ve arginin artiklarinin baglanmasindan sorumlu
aktif bir siteye sahiptir (Stryer, 1988). Tripsin gibi, kimotripsin de aktif bolgede
Ser195-His57-Asp102 kalintilarini igeren bir katalitik triad igerir. Her iki proteolitik
enzim benzer bir amino asit dizisine (yaklasik% 40) sahiptir ve substrat 6zgiilliikleri
farkli olmakla birlikte ¢ok benzer 3-B yapilara sahiptir. Kimotripsin peptid baglarinin
karboksil ucunu, enzimde bir hidrofobik cebe uyan aromatik ve biiyiik hidrofobik

kalintilar (tirozin, triptofan, fenilalanin, metiyonin ve 16sin) ile tripsin agirlikli olarak
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lisin karboksil kismindaki polipeptitleri parcalamaktayken kesme tercihine sahiptir
(Polgar, 2005). PA klaninin secilmis proteazlarinin X-1sin1 ve modellenmis iist iiste
binmis yapilar1 Sekil 1.14°de Tek iicreli canli eflatun (Plasmodium falciparum),
arkenin mavi (Pyrococcus furiosus), mantarin mor (Neurospora crassa, mor),
bitkinin fugya pembesi (Arabidopsis thaliana) ve insan proteazlari turuncu renkte

(1SGI, Homo sapiens) gosterilmigtir

Sekil 1.14 Aktif bolgede Ser195-His57-Asp102 kalintilarini igeren top ve cubuk
modellerinde gosterilmis bir katalitik triad (Aparna ve ark., 2012).
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2. MATERYAL VE YONTEM

Yiiksek lisans tez projesi kapsaminda, Cumhuriyet Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri (CUBAP) Komisyonu tarafindan 2013-2016 yillar1 arasinda desteklenen
“Capraz Bagli Enzim Agregatlar1 Formundaki Proteaz Enziminin Tastyicisiz
Immobilizasyonu” baslikli ve CUBAP M-512 nolu arastirma projesi (Salgin ve
Gokalp, 2015) kapsaminda sentezlenlen CLEA formundaki tagiyicisiz immobilize
enzim sistemlerinin FTIR-HATR  spektrometresi ile ikincil yapilarinin

karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

2.1 Materyaller

CLEA’larin  hazirlanmasinda  Bacillus  sp. (Sigma  P0029) tiiri
mikroorganizmalarindan sentezlenerek izole edilen proteaz enzimi kullanilmistir.
CLEA’larin  hazirlanmasinda;  bifonksiyonel c¢apraz baglayici ajan  olarak
gluteraldehit (Sigma G5882, Grade I %25’lik ¢dzelti), presipitasyon ajani olarak
amonyum siilfat (Merck 1217, Saflik> %99.5), proteik feeder ajan olarak sigir serum
alblimin (BSA: bovine serum albiimin Fraction V (Sigma A9647, saflik> 96) ve
L(+)-lizin (Sigma L5501) ve ylizey aktif maddesi olarak da TritonX-100 (Sigma
93429) ortam bilesiminin tasariminda kullanilmistir. Enzim  ¢&zeltisinin
hazirlanmasinda Na,HPO4 (Merck 1.06586) ve NaH,PO42H,0 (Merck 1.06345) ile
hazirlanan sodyum fosfat tamponu kullanilmistir. Serbest ve CLEA bigimindeki
enzimlerin hidrolitik aktiviteleri 6l¢iimiinde substrat olarak sigir siitiinden izole
edilen kazein (Sigma C6554) ve hidroliz tepkimesi sonunda a¢iga ¢ikan iiriin DL-
tirozin (Aldrich 145726) ise kalibrasyon dogrusunun hazirlanmasinda kullanilmistir.
Bu siiregte trikloasetik asit (Sigma T9159) ise hidroliz tepkimesinin
sonlandirilmasinda kullanilmistir. Tiim sulu ¢ozeltilerin hazirlanmasinda. iletkenlik
degeri 18.2 mQ olacak sekilde Milli—-Q Gradient Model (Millipore Co., MA, ABD)
iretilen ve 0.45 um gozenekli membranlardan filtre edilen deiyonize su

kullantlmistir.

2.2 Enzim Sistemlerinin Katalitik Aktivitelerinin Belirlenmesi
Enzimlerin hidrolitik aktivitesini belirlemek icin 50 mM ve pH=7 kosullarinda

sodyum fosfat tamponunda derisim araligi 0.0165-0.6622 uM olan tirozin ¢ozeltileri
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hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢dzeltilerin her birine % 10 (w/v) derisiminde
triklorasetik asit (TCA) eklenmistir. Cozeltilerin Uv-vis spektrofotometre cihazinda
(Shimadzu UVI1800A Model. Japonya) 200-800 nm dalga boyunda spektrum
taramas1 Sekil 2.1°de yapilarak bir aminoasit olan tirozinin analizi i¢in en uygun
dalga boyu belirlenmistir. Tirozin derisiminin (Cry,) spektrmetrik olarak analizi i¢in
en uygun dalga boyu A=274 nm belirlenmis olup tirozinin belirtilen kosullardaki
absorptivite degeri €=1.0223 pM™ cm™ olarak saptanmuistir (Salgin ve Gokalp,

2015). Tirozin i¢in hazirlanan kalibrasyon dogrusu Sekil 2.2°de gosterilmistir.

Sekil 2.1 Uv-vis spektrofotometre cihazi.
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Sekil 2.2 Tirozin igin kalibrasyon dogrusu (25 °C, A=274 nm).
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2.3  Enzim hidrolitik aktivitesinin belirlenmesi
Enzimin hidrolitik aktivitesi (U), birim dakikada birim mg enzim kiitlesi (serbest ya
da immobilize formda) basina sentezlenen pmol {iriin tirozin derisimi olarak

tanimlanmustir. Aktivite i¢in matematiksel ifade Denklem [2.1]'de verilmistir.

[umol substrat]

Hidrolitik aktivite (U) = [ [2.1]

mg enzim] [dakika]

Enzim hidrolitik aktivitesini belirlemek i¢in 50 mM ve pH=7 kosullarindaki tampon
¢oOzeltisi 2.5 mL es hacimli iki farkli deney tiipiine eklenir. Daha sonra bu tiiplerin
her birine sirasiyla; 50 mg enzim sistemi (serbest ya da CLEA formunda) ve 100 mg
kazein eklenip 20 dakika siireyle 25 °C (oda sicakliginda) ve 150 rpm kosullarinda
manyetik kanistirmali (IKA RH Digital KT/C Model, Almanya) sistemde
homojenize edilir. Bu ¢ozelti/dispersiyonlarin birbirine eklenmesi ile kazeinin
enzimatik hidrolizi gergeklestirilir. Enzimatik hidroliz tepkimesi 20 dakika siire ile
37 °C sicaklik ve 200 rpm karistirma hizindaki bir orbital karistiricida (Lab-line,
MAXQ 4000 Model, ABD) gerc¢eklestirilir. Belirtilen siire sonunda reaksiyon ortami
4 °C’deki buz banyosuna alinir ve daha sonra reaksiyon ortamma derisimi %10
(w/v) olan 5 mL hacminde TCA eklenerek katalitik olmayan proteinin pargalanma
reaksiyonu sonlandirilir.  Reaksiyon sonunda olusan tirozin derisiminin
spektrofotometrik olarak belirlenebilmesi icin biyokimyasal reaksiyon ortaminin
4 °C sicaklik ve 9000 rpm kosullarinda santrifiijleme islemi gerceklestirilir.
Santrifiijleme islemi 20 dakika siire ile gerceklestirilmis ve sonunda biyokimyasal
reaksiyon ortaminin list fazinin 2 mL'si yine es hacimdeki 50 mM ve pH=7
kosullarindaki tampon ¢o6zeltisine alinarak vorteks cihazinda homojenize edilmistir.
Homejen hale getirilen ¢ozeltinin 25 °C sicaklik ve 274 nm dalga boyunda
spektrofotometrik  analizi  gerceklestirilmistir. ~ Absorbans  degisimlerinden
yararlanarak enzimin hidrolitik aktivitesi Denklem [2.1]'den hesaplanir (Salgin ve

Gokalp, 2015).

24 Capraz Bagh Enzim Agregatlarinin Hazirlanmasi
Proteaz enziminin {iretim isleminde ortamdan kaynakli ve suda ¢oziinmeyen
safsizliklar1 elimine edilebilmesi amaciyla immobilizasyon 6ncesi bir dizi ayirma

islemleri gerceklestirilmistir. Birinci asamada, 5 mL ve 50 mM ve pH’1 7 olan
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sodyum fosfat tamponu ortaminda belli bir baslangi¢ enzim derisimine sahip enzimin
25 °C ve 150 rpm kosullarinda manyetik karistiricitda homojen bir ¢ozeltisi
hazirlanir. Tkinci asamada ise enzim ¢dzeltisi 25 mL polipropilen santrifiij tiipii i¢ine
eklendikten sonra Ozel olarak tasarlanmis deney diizenegi (yanal yiizeylerinden
1sitma/sogutma yapabilen ceketli bir cam reaktdr) igerisine yerlestirilir. Sicaklik
kontrollii igin sogutmali sirkiilator yardimiyla 4 °C’deki sogutma akigkani bu
ceketten gecirilerek enzim c¢ozeltisinin sogumasi saglanmistir. Enzim ¢ozeltisi
kontrollii orbital karistirmali shaker iizerine yerlestirilen bu diizenekte 200 rpm
karigtirma hizinda 2 saat siire ile karistirilir. Enzim ¢ozeltisi belirtilen siire sonunda,
4 °C ve 9000 rpm’de 20 dakika siireyle sogutmal bir santrifiijde santrifiijlenir. Daha
sonra bu ¢ozeltinin iist fazindan 4 mL enzim ¢o6zeltisi alinarak es hacimdeki yeni bir
santrifiij tlipline aktarilir. Proteaz agregatlarinin olusturulmasi amaciyla serbest
formdaki enzim sistemlerinin presipitasyonu sonucu belli derisimde kat1 formdaki
amonyum siilfat dogrudan enzim c¢ozeltisine yavas yavas eklenerek katalitik
Ozellikteki proteinin "salting out" etkisiyle presipitasyonu gergeklestirilir. Deneyler
yukarida tanimlanan ayni diizenekte 4 °C ve 200 rpm kosullarinda 2 saat siireyle
gerceklestirilmistir.  Enzim  molekiillerinin  birbirlerine  iyonik  kuvvetlerle
yakinlagtirilip ¢apraz olarak baglanma islemi, %25 (v/v)’lik  gluteraldehit
kullanilarak 4 °C sicaklik ve 200 rpm karigtirma 2 saat siireyle yine yukarida
tanimlanan ayni diizenekte gergeklestirilmistir. Belirtilen bu siire sonunda 4 °C
sicakliktaki buzdolabinda 1 giin siireyle bekletilir. Uretilen ¢apraz bagli enzim
agregatlarindan  liretim  ortamindan gelen safsizliklardan ayrilmasit  ve
biyokatalizorlerin ¢ozelti ortamindaki geri kazanimi i¢in 6rnekler 4 °C sicaklikta
9000 rpm karistirma hizinda 20 dakika siireyle sogutmali santrifiijii gerceklestirilir.
Bu santrifiijleme islemi sonunda iist faz1 ayrilan 6rnekler lizerine 50 mM ve pH’1 7
olan mM sodyum fosfat tampon c¢o6zeltiden 8 mL eklenerek vorteks islemi
uygulanarak homojenize edildikten sonra belirtilen kosullarda en az 3 kez yeniden
santrifiijleme islemi tekrar edilir. Bu yikama islemi sonucunda. elde edilen kati
formdaki orneklere yaklasik -85 °C sicaklikta ve 0.02 mPa kosullarinda
liyofilizatdrde (Telstar Lyogest-85 PLUS ECO Model. ispanya) dondurarak kurutma
yontemi uygulanir. Absorbans Olgiimii Oncesinde CLEA’lar 0.45 pm gozeneli
polivinilidin floriir (PVDF, Millex VV) filtrelerde siiziilerek kurutulmus 6rneklerin
kaltalitik aktiviteleri belirlenir (Salgin ve Gokalp, 2015).

33



2.5 Enzim Aktivitesine ve Katalitik Performansina Etki Eden Parametreler

Tas1yicisiz enzim immobilizasyon siirecinde;

i.  Baslangi¢ enzim derisiminin etkisi (50, 100, 150, 200 ve 250 mg/mL)
ii.  Capraz baglayici ajan derisimi etkisi (40, 60, 80 ve 100 uL/mL)
iii.  Presipitasyon ajan derigimi etkisi (500, 600, 700 ve 800 mg/mL)
iv.  Proteik feder ajan tiirii (BSA ve lizin) ve derisimin etkisi (1, 2, 4, 8 ve 16
mg/mL)

gibi immobilizasyon ortam bilesimlerinin etkisi incelenmistir.

Sentezlenen CLEA'larin katalitik aktiviteleri incelenmis olup proteik feeder ajanlar
agregasyon oncesi immobilizasyon ortamlarina katilmistir. Bunun yani sira, belirtilen
ortam kosullarinda sentezlenen CLEA'larin katalitik performanslara etki eden en
yiiksek katalitik performansin saglandigi immobilizasyon kosullarinda; ¢oziict tiirii
etkisi (dimetilformamit, proteaz, dimetilsiilfoksit, etanol, etilasetat, n-hekzan, i-

oktan, metanol, siklohekzan, sodyum fosfat tamponu ve saf su) arastirilmistir.

Katalitik aktivite agisindan en uygun immobilizasyon kosullarinda sentezlenen
CLEA'larn katalitik aktivitelerine organik ¢oziicii tiirlinlin etkisi; dimetilformamit,
dimetilsiilfoksit, etanol, etilasetat, n-hekzan, i-oktan, metanol, siklohekzan, 50 mM
pH=7 sodyum fosfat tamponu ve saf su ortamlarinda arastirilmistir. 25 mL’lik amber
cam siselerin icerisine hacimleri yaklasik 15 mL olacak sekilde belirtilen ¢oziicii
sistemlerinden 150 mg CLEA'lar1 eklenmistir. Enzim sistemleri amber cam siselerin
hava s1zdirmaz kapaklar1 kapatildiktan sonra oda sicakliginda 2 giin siireyle beliritlen
¢Oziicii sistemlerinde ali konulmustur. Belirtilen stiresi sonunda CLEA'lar
santrifiijleme ve ardindan 50 mM pH=7 kosullarindaki sodyum fosfat tampon sistemi
yikama iglemi ile 3 kez tekrarlanarak gerceklestirildikten sonra liyofilizatdrde
kurutulmustur. Katalitik aktivite 6l¢iimleri i¢in 50 mg enzim kullanilmistir (Salgin

ve Gokalp. 2015).
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2.6 Enzim Aktivitesine Substrat Derisimi Etkisi

En uygun immobilizasyon kosullarinda sentezlenen CLEA'larin katalitik aktivitesine
substrat derigiminin etkisi; kazein derisiminin son derisimleri 0.8, 2, 4, 6, 8, 16, 24
ve 32 mg/mL oldugu kosullarda incelenmis ve bunun i¢in enzimin hidrolitik
aktivitesinin belirlenmesinde oldugu gibi 50 mg serbest ya da immobilize enzim
sistemi 50 mM ve pH’1 7 olan sodyum fosfat tamponuna eklenmistir. Yukarida
tanimlanan ve son derisimi belirlenecek olan kazeinden 10, 25, 50, 75, 100, 200, 300
ve 400 mg eklenerek 20 dakika siireyle 25 °C ve 150 rpm kosullarinda manyetik
karistirmali (IKA RH Digital KT/C Model, Almanya) sistemde kazein ¢ozeltisi
homojen hale getirilir. Bu dispersiyonlarin birbirine eklenmesi ile kazeinin enzimatik
hidrolizi gergeklestirilmistir. Enzimatik hidroliz tepkimesi 37 °C ve 200 rpm
karistirma hizindaki bir orbital karistiricida (Lab-line, MAXQ 4000 Model, ABD) 20
dakika siire ile gerceklestirilir. Belirtilen siire sonunda reaksiyon ortami 4 °C’deki
buz banyosuna alinip hemen ardindan reaksiyon ortamina derisimi %10 (w/v) olan 5
mL hacminde TCA eklenerek katalitik olmayan proteinin biyokimyasal par¢alanma

reaksiyonu sonlandirilir (Salgin ve Gokalp. 2015).

2.7  Enzim Konformasyonel Yapisindaki Degisimlerin Analizi

Proteaz enziminin konformasyonel yapisindaki degisimler yatay konumlu
zayiflatilmis toplam yansima (HATR: Horizontal Attenuated Total Reflection) ile
donatilmis olan ve Sekil 2.3’de gosterilen FTIR spektroskopisi (Spectrum 100,

Perkin Elmer Inc., ABD) ile analizlenmistir.

Sekil 2.3 FTIR-HATR spektroskopi cihazi.
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Bu yontem kat1 ya da sivi orneklerin az miktarlardaki ya da diislik derisimlerdeki
orneklerin analizlerinde cihazin yliksek enerji verimi, yliksek sinyal/gliriiltii oran1 ve
yiiksek spektral kaliteye sahip olmasi nedeniyle maksimum hassasiyet ile analiz
yapmaya olanak saglar. Ayrica FTIR spektrumlarin elde edilmesinde pellet yapimi
ya da herhangi bir destek malzemesine ihtiya¢ duyulmaksizin pratik ve kisa siireli
analizlere olanak saglar. 25 °C ortam kosullarinda 6n islem gormiis liyofilize
edilmis toz formdaki proteaz enzimlerinin 4000-400 cm™' dalga sayis1 araligindaki
FTIR-HATR spektrumlari; 256 es—ilave tarama sayisinda ve 4 cm™' spektral
coziinilirliikte elde edilmistir. Elde edilen spektrum verilerinin analizi (Spectrum
Software Version 6.3.5, Perkin Elmer Inc., ABD) sirasiyla; Savitsky—Golay yontemi
ile smooth islemi, Fourier otomatik dekonvoliisyonu (Fourier self-deconvolution) ile
Fourier ters evresimi ve ikinci tiirev (secondary derivate) islemleri uygulanarak
gerceklestirilmistir. Uygulanan siirecler sonunda modifiye edilmis spektrumlarin
taban ¢izgisi 1700-1600 cm' dalga sayis1 araliginda (baseline correction)
diizeltilmistir. Bu islemler sonrasinda elde edilen spektrumlarin karakterizasyonunun
degerlendirilmesi ise bir bilgisayar yazilim programi (PeakFit™ Version 4.12.
SeaSolve Software Inc., Ingiltere) araciligiyla gerceklestirilmistir (Akgay, 2014).
Elde edilen spektrumlarin karakterizasyon Natalello ve ark. (2005) tarafindan
gerceklestirilen Proteaz enziminin ikincil yapisimnin karakterizasyonunda amid I
bandini olusturan bilesenler ve dalga sayilart FTIR spektroskopisi ile belirledikleri
caligmada yer alan ve Cizelge 2.1°de gosterilen amid I bandinin bilesenlerine karsilik

gelen dalga sayilar kullanilmistir (Alsan, 2014).

Cizelge 2.1 Proteaz enziminin ikincil yap1 karakterizasyonunda amid I bandini

olusturan bilesenler ve bunlarin dalga sayilar1 (Natalello ve ark., 2005).

Ikincil yap1 bilesenleri Dalga sayisi (cm )
B—Tabaka/kivrilmalar 1691.8+0.7
Kivrilmalar 1682.2+0.3
Kivrilmalar 1670.3+0.4
a—Sarmal 1658.1+0.4
a—Sarmal/diizensiz 1647.6+0.6
—Tabaka 1638.3+0.7
—Tabaka 1629.4+0.5
Agrega yapilar/yan zincirler 1620.0+0.5
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3. ARASTIRMA SONUCLARI

3.1 CLEA Aktivitesine Ortam Bilesimlerinin Etkisi ve Enzim
Konformasyonel Yapilarindaki Degisimler

3.1.1 Baslangic enzim derisimi ve ¢apraz baglayici ajan derisimlerinin etkisi

Tastyicisiz  enzim immobilizasyon siirecinde; baslangic enzim derisiminin
Cg=50-250 mg/mL ve c¢apraz baglayicti ajan olarak kullanilan gluteraldehit
derisiminin Cgp,=40-100 pL/mL  oldugu kosullarda olusturulan CLEA’larin
hidrolitik aktivitesine (NH4),SO4 derisiminin etkisi Cnuapsos=700 mg/mL oldugu
kosullarda Salgin ve Gokalp (2015) tarafindan incelenmistir. Bu siirece paralel olarak
yiiksek lisans tez projesi kapsaminda gergeklestirilen ikincil yap1 analizleri
yardimiyla da enzimin hidrolitik aktivitesindeki degisimler molekiiler diizeyde
arastirtlmistir. Elde edilen deneysel bulgular ve iiretilen CLEA’larin FTIR-HATR
spektrumlarinin 1600-1700 cm™ dalga sayis1 arahgindaki amid I bandinin bilgisayar
ortaminda gergeklestirilen ikincil yap1 analizleri Sekil 3.1-3.5°de gosterilmistir. Amid
I band1 i¢inde yer alan ve ikincil yapilar1 olusturan bilesenlerin yiizde degisimleri ise

Cizelge 3.1°de sunulmustur.

Gluteraldehit derisiminin Cgp,=100 pL/mL oldugu kosul hari¢ olmak {izere sabit bir
capraz baglayici ajan derisimi dikkate alindiginda olusturulan CLEA formundaki
biyokatalizor sistemlerinin katalitik aktivitelerinin baslangic enzim derisimi ile
belirgin bir bi¢imde degisim gostermedigi goriilmektedir. En yiiksek gluteraldehit
derisiminde (Cgp,=100 pL/mL) ise olusturulan CLEA formundaki biyokatalizor
sistemlerinin katalitik aktivitelerinin baslangi¢ enzim derigiminin artmasiyla arttig
goriilmektedir. Calismada ulasilan en yiliksek iki katalitik aktivite degerlerine;
Cg=200 mg/mL ve Cgp=60 pL/mL kosullarinda ve Cg=250 mg/mL ve Cgp=40
uL/mL kosullarinda ulsilmis ve bu kosullarda aktivite degerleri sirasiyla 9.58 U ve
9.69 U olarak saptanmisir. Ancak en yiiksek katalitik aktivitenin elde edildigi
Ce=250 mg/mL, Cg,=40 pL/mL ve Cmapsos=700 mg/mL kosulda ise tiretilen
CLEA veriminin diisiik oldugu saptanmistir. Bu baglamda, immbobilizasyon verimi
acisindan en uygun kosullar Cg=200 mg/mL, Cg,=60 pL/mL ve Cnuaypsos=700
mg/mL olarak belirlenmistir (Salgin ve Gokalp, 2015).
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Bu ¢aligmada, ikincil yap1 i¢erigin nihai sonucu igin her bilesenin ortalamasi alinmig
ve enzimatik dalgalanmay1 agikliga kavusturmak i¢in 1700-1600 cm™ arasinda
CLEA formundaki biyokatalizér sistemlerinin katalitik aktivitelerinin baslangi¢
enzim derisimleri (50-250) icin egri uydurma islemi gergeklestirlmistir. ilk egri
uydurma siirecinde alt bantlarin sayisi, konumu ile tepe yiikseklikleri ve genislikleri
gibi baslangi¢ girdi parametreleri girilmistir. Nihai uyanlar i¢in bant araliklari,
genislikleri ve tiim bantlarin sekilleri eszamanli olarak degistirilmistir. Ancak
pozisyonlarin yinelemeler sirasinda degismesine izin verilmemistir. Orijinal ve
uydurulmus egrinin ikinci tiirevleri, egri uydurma dogrulugunu saglamak igin
karsilagtirilmistir. Son olarak da en uygun esanlamli tiirevler onaylanmistir. Takilan
bilesenlerin kesirli alanlari, miinferit bantlarin ve daha sonra farkli ikincil yapi
elemanlarinin (a-sarmal yani a-heliks, B-tabaka yani B-sheet, doniis yani turns ve
rasgele bobinler yani diger ikincil yapi1 bilesenleri) ylizdesini hesaplamak icin
kullanilmistir. Baslangi¢ enzim derigimlerinin ikincil yapisal igerigini tahmin etmek
icin basitlik agisindan diizenli ve diizensiz a-sarmalin yilizdelik degerleri toplam
a-helis igerigini elde etmek i¢in toplanp ortalamasi alinmistir. Ayrica diizenli ve
diizensiz B-tabakasi da toplam B-tabakali icerik elde etmek i¢in yiizdelik degerleri

toplanip ortalama degerleri Cizeige 3.2°de gosterilmistir.

Daha kesin olarak, CLEA formundaki biyokatalizor sistemlerinin katalitik aktivitenin
artmasiyla sarmal igeriginin marjinal olarak azalmasina neden olurken, B-tabakalar1 ve
sirasiz yapilar1 ayni anda artmaktadir. Bu baglamda CLEA'larin ikincil yapi igerigini
tahmin etmek icin Cg =200 mg/mL, Cg,=60 pL/mL ve Cnnasos=700 mg/mL
kosullarinda en yiiksek katalitik aktivitenin goriildiigli baglangi¢ enzim derisiminde a-
heliks i¢eriginin azalmasina, B-tabakalar1 ve sirasiz yapilarin ise ayni anda artmasina

neden olmaktadir.
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Sekil 3.1 Cg= 50 mg/mL ve Cnmaypsos = 700 mg/mL i¢in
CLEA'larin amid I bantlar1 ve ikincil yap: analizleri:
a) Con=40 ]JL/l’IlL
b) Cg = 60 pL/mL
C) Con=80 ]JL/l’IlL
d) Cgiu= 100 uL/mL.
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Sekil 3.2 Cg=100 mg/mL ve Cnuapsos =700 mg/mL i¢in
CLEA'larin amid-I bantlar1 ve ikincil yap1 analizleri:
a) Con=40 ]JL/l’IlL
b) Cg = 60 pL/mL
C) Con=80 ]JL/l’IlL
d) Cgiu= 100 uL/mL.
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Sekil 3.3 C=150 mg/mL ve Cnnayps04=700 mg/mL icin
CLEA'larin amid-I bantlar1 ve ikincil yap1 analizleri:
a) Cgp=40 pL/mL
b) Cor =60 uL/mL
¢) Cgrn=80 pL/mL
d) Cr =100 pL/mL.
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Sekil 34 CE =200 mg/mL ve C(NH4)2SO4=700 mg/rnL lgll’l
CLEA'larin amid-I bantlar1 ve ikincil yap1 analizleri:
a) Cgp=40 pL/mL
b) Cor =60 uL/mL
¢) Cgrn=80 pL/mL
d) Cgr=100 pL/mL.
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Sekil 3.5 Cg=250 mg/mL ve Cnnay2s04=700 mg/mL i¢in
CLEA'larin amid I bantlar1 ve ikincil yap1 analizleri:
a) Ca=40 ]JL/l’IlL
b) Cgp,=60 pL/mL
C) Ca=80 ]JL/l’IlL
d) Co,=100 pL/mL.
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3.1.2 Presipitasyon ajan derisiminin etkisi

Proteinlerin sulu ¢6zeltisinden ayirma islemlerinde “Salting in” ve “Salting out”
etkisi yaratabilen tuzlar yaygin bicimde kullanilmaktadir. “Salting in” etkisinde,
diisiik tuz derisimlerindeki tuzlar proteinin ¢oziiniirliigiinii arttirir ve proteinin daha
fazla ¢oziiniir duruma gelmesini saglar. “Salting out” etkisinde ise yiiksek tuz
derisimlerindeki tuzlar proteinin ¢Oziiniirliigiinii azaltarak proteinleri ¢oziinmez
durumda birbirine yakinlastirarak protein ylizeyindeki bagh suyu g¢eker (Yu vd.,
2006). Bu c¢alismada enzim ¢ozeltisinde “Salting out” etkisi olusturmak amaciyla
(NH4)2SO4 presipitasyon ajani olarak kullanilmigtir. Enzim ¢ozeltisinde kullanilan
tuzun derisimine bagh olarak c¢o6zeltinin elektrostatik dengesi degistirilerek enzim
molekiilleri arasindaki hidratlagma derecesini modifiye edilebilinir. Boylece artan
iyonik kuvvetler yardimiyla enzimlerin birbirlerine yakinlagmas1 yani agregatlagsmasi
saglanir. Es zamanl olarak gergeklesen presipitasyon ve agregasyon basamaklarinda
enzim molekiilleri arasindaki uzaklhigin  azaltilmasiyla sulu c¢ozeltideki ezim
molekiillerinin ¢6ziinmesini engellenerek bir capraz baglayici ajanlar yardimiyla
CLEA formunda katalitik agidan daha aktif tasiyicisiz immobilize enzim

sistemlerinin liretimi gelistirilebilmektedir.

Tastyicisiz enzim immobilizasyon siirecinde presipitasyon ajani olarak kullanilan
amonyum stlfat derisiminin  Cnp4)2s04=500-800 mg/mL derisim aralifinda
olusturulan CLEA’larin hidrolitik aktivitesine etkisi Salgin ve Gokalp (2015)
tarafindan baslangic proteaz derisimi Cg=200 mg/mL ve gluteraldehit derisiminin
Can=060 pL/mL oldugu kosullarinda aragtirilmistir. Bu siirece paralel olarak yiiksek
lisans tez projesi kapsaminda gergeklestirilen ikincil yap1 analizleri yardimiyla ise
enzimin hidrolitik aktivitesindeki degisimler molekiiler diizeyde arastirilmistir. Elde
edilen deneysel bulgular ve iiretilen CLEA’larin FTIR-HATR spektrumlarinin 1600-
1700 cm™ dalga sayist arahgindaki amid I bandmin bilgisayar ortaminda
gerceklestirilen ikincil yap1 analizleri Sekil 3.6°da gosterilmistir. Amid I band1 i¢inde
yer alan ve ikincil yapilar1 olusturan bilesenlerin yiizde degisimleri ise Cizelge 3.3’de

sunulmustur.
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Amonyum siilfat derisiminin artmasi ile iiretilen CLEA'larin katalitik aktivitesi 6nce
azalmakta ve daha sonra artarak hemen hemen sabit bir degere ulagmaktadir.
Amonyum siilfat derisiminin Cnas)2s04=500 mg/mL oldugu kosulda aktivite 9.57 U,
Cntaps04=600 mg/mL oldugu kosulda aktivite 8.74 U, Cnmapsos=700 mg/mL
oldugu kosulda aktivite 9.57 U ve Cnu4)2504=800 mg/mL oldugu kosulda ise aktivite
9.50 U olarak saptanmistir. Gortildiigli gibi immobilize enzim sistemi en yiiksek
katalitik performansim1 hem Cnpa)2s04=500 mg/mL hem de Cmaypsos=700 mg/mL
oldugu kosullarda gostermistir. Ancak elde edilen CLEA {iriin miktarlar1 dikkate
alindiginda Cnhayps04=700 mg/mL amonyum siilfat derisiminin daha uygun oldugu

belirlenmistir.

CLEA formundaki immobilize enzim sistemleri i¢in en uygun amonyum siilfat ortam
bilesimi Cg=200 mg/mL, Cg,=60 pL/mL ve  Cunmu4)s03=700 mg/mL olarak
saptanmistir. Dolayisiyla bu kosulda biyokatalizoriin ikincil yapisal igerigini tahmin
etmek icin diizenli ve diizensiz a-sarmalin yiizdelik degerleri toplam a-helis igerigini
elde etmek i¢in toplanip ortalamasi alinmistir. Ayrica diizenli ve diizensiz B-tabakasi
da toplam B-tabakali icerik elde etmek i¢in yilizdelik degerleri toplanp ortalama
degerler Cizeige 3.4’de gosterilmistir. Bu baglamda a-heliks iceriginin azalmasi

[B-tabakalar1 ve sirasiz yapilarin ise ayni anda artmasi gozlenmistir.
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Sekil 3.6 Farkli (NH4),SO, derisimlerinde Cg=200 mg/mL ve Cgp,=60 pL/mL
icin CLEA'larin amid-I bantlar1 ve ikincil yap1 analizleri:
a) C(NH4)2SO4:500 mg/mL
b) C(NH4)2504=600 mg/mL
C) C(NH4)2SQ4Z7OO mg/mL
d) C(NH4)2504=800 mg/mL
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3.1.3 Proteik feeder ajan derisimi etkisi

Endiistriyel dl¢ekte kullanilan pek ¢ok enzimde oldugu gibi proteaz enzimlerinim de
tiretim ortamlarindan gelen safsizliklar s6z konusudur. Bu safsizlik nedeniyle genel
olarak kullanilan birim enzim kiitlesinde olduk¢a diisiik miktarda katalitik aktivite
gosteren proteine yani aktif konum bulunur. CLEA formunda immobilize enzim
sistemlerinin {retiminde immobilizasyon ortamina fazladan ve katalitik ozellik
gostermeyen BSA gibi bir makro proteinlerin eklenmesi hazirlanan CLEA’larin
katalitik performanslarina Onemli katkilar saglamaktadir. Bunun yani sira,
proteinlerin yap1 tagini olusturan aminoasitler de CLEA’larin katalitik aktivitelerinin
performanslarina 6nemli katkilar saglamaktadir (Aytar ve Bakir, 2008). Bu
caligmada da BSA ve lizin gibi proteik feeder ajanlarin CLEA aktivitelerine ve

enzim konformasyonel yapilari iizerine etkileri arastirilmistir.

3.1.3.1 Sigir serum albiimin derisimi etkisi

CLEA formundaki enzim sisteminin katalitik aktivitesine BSA derisiminin etkisi;
Cg=200 mg/mL baslangi¢ enzim derisimi, Cg,=60 pL/mL ¢apraz baglayict ajan
gluteraldehit derisimi ve hem Cnmays04=500 hem de Cnuays04=700 mg/mL gibi iki

farkl1 presipitasyon ajan1 amonyum siilfat derisim kosullarinda incelenmistir.

BSA katkisinin gergeklestirilmedigi CLEA formundaki enzim immobilizasyon
siirecinde ulasilan katalitik aktivite degeri ile kiyaslandiginda BSA katkisinin
katalitik aktivite tlizerine olumsuz bir etkisi saptanmistir. Ancak bu etkiler
presipitasyon kosularina bagli olarak farkli etkilere sahip oldugu goriilmektedir.
Cnna2s04=500 mg/mL gibi diisiik presipitasyon ajan derisiminde gergeklestirilen
tagiticisiz immobilize enzim sistemlerinde BSA derisiminin artmasiyla katalitik
aktivitelerde siirekli bir artis gozlenirken, Cnuapsos=700 mg/mL gibi yiiksek
presipitasyon ajan derisiminde gergeklestirilen tasiticisiz immobilize enzim
sistemlerinde BSA derisiminin artmasiyla katalitik aktivitelerde siirekli bir azalma
egilimi gorilmektedir. Cgspa=16 mg/mL'den daha yiliksek derisimlerinde BSA
katkisinin olusturulan biyokatalizoriin sisteminin katalitik performansinda bir
gelisme saglayabilecegi Ongoriilebilinir. Ancak bu durumda da olusturulan
immobilize sistem bir tasiyicili immobilize enzim sistemine dogru egilim

gosterebileceginden daha yiliksek deigsimlerde g¢alisilmasit bu calismanin amag ve
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kapsamina uygun olmayacaktir.

Bu caligmada, ikincil yapisal igerigin nihai sonucu i¢in her bilesenin ortalamasi
alinmis ve enzimatik dalgalanmay1 agikliga kavusturmak igin 1700-1600 cm’!
arasinda BSA katkis1 gerceklestirilmis biyokatalizér i¢in egri uydurma islemi
yapilmigtir. {lk egri uydurma siieci icin alt bantlarin sayisi ve konumu ile tepe
yiikseklikleri ve genislikleri gibi baslangi¢ girdi parametreleri girilmistir. Nihai
uyanlar i¢in bant araliklari, genislikleri ve tiim bantlarin sekilleri eszamanli olarak
degistirilmistir. Ancak pozisyonlarin yinelemeler sirasinda degismesine izin
verilmemistir. Orijinalin ve uydurulmus egrinin ikinci tiirevleri, egri uydurma
dogrulugunu saglamak icin karsilastirilmistir. Son olarak da en uygun esanlamli
tiirevler onaylanmistir. Takilan bilesenlerin kesirli alanlari, miinferit bantlarin ve
daha sonra farkli ikincil yap1 elemanlarinin (a-sarmal, B-tabaka, doniis ve rasgele
bobinler) ylizdesini hesaplamak icin kullanilmistir. Elde edilen deneysel bulgular ve
iiretilen CLEA’larin FTIR-HATR spektrumlarmin 1600-1700 c¢cm™ dalga sayisi
araligindaki amid I bandinin bilgisayar ortaminda gergeklestirilen ikincil yap1
analizleri Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’de gosterilmistir. Amid I iginde yer alan ikincil
yapilar1 olusturan bilesenlerin ylizde degisimleri ise Cizelge 3.5’de sunulmustur.
BSA'nin ikincil yapisal igerigi tahmin etmek icin basitlik acisindan, diizenli ve
diizensiz a-sarmalin yiizdelik degerleri toplam a-helis icerigini elde etmek icin
toplanp ortalams1 alimmistir.Ayrica diizenli ve diizensiz [-tabakasi da toplam
B-tabakali icerik elde etmek icin yiizdelik degerleri toplanp ortalama degerleri ise
Cizelge 3.6’da gosterilmistir.

Daha kesin olarak, katalitik aktivitenin artmasiyla sarmal igeriginin marjinal olarak
azalmasina neden olurken, B-tabakalar1 ve sirasiz yapilari aym1 anda artmaktadir.
BSA, o-helikal bakimindan zengin globiiler bir protein oldugundan enzimatik sentez
sirasinda esas olarak bu bileseni kaybeder. Sonu¢ olarak 500 mg/mL (NHy4),SO4
derisiminde BSA derisiminin artmasiyla katalitik aktivite artar. Egri uydurma
sonuglarma dayanarak a-heliks igerigi sirasiz yapilarda paralel bir artis ile
B-tabakalar1 ve sirasiz  yapilarin  ise ayn1 anda azalmasmma neden
olmaktadir. Amonyum siilfatin Cnp4y2504=700 mg/mL derisiminde BSA derisiminin
artmasiyla katalitik aktivite azalir. Bu da a-heliks iceriginin azalmasina, -tabakalar

ve sirasiz yapilarin ise ayni anda artmasina neden olmaktadir.
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Sekil 3.7 Farkli BSA derisimlerinde Cg =200 mg/mL. Cg,=60 pL/mL ve
Cntays03=500 mg/mL kosullarinda hazirlanan CLEA'larin

amid I bantlar1 ve ikincil yap1 analizleri:

a) BSA yok

b) Cgsa=1 mg/mL
C) CBSA=2 mg/mL
d) Cgsa=4 mg/mL
e) CBSA=8 mg/mL
f) Cgsa=16 mg/mL.

53



Absorbans

Absorbans

Absorbans

Sekil 3.8 Farkli BSA derisimlerinde Cg =200 mg/mL, Cg,=60 pL/mL ve
Cnhay2803=700 mg/mL kosullarinda hazirlanan CLEA'larmn
amid I bantlar1 ve ikincil yap1 analizleri:

a) BSA yok

b) CBSA=1 mg/mL
¢) Cpsa=2 mg/mL
d) CBSA=4 mg/mL
e) Cpsa=8 mg/mL
f) CBSA=16 mg/mL.
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3.1.3.2 Lizin derisimi etkisi

CLEA formundaki enzim sisteminin katalitik aktivitesine lizin derisiminin etkisi;
Cg=200 mg/mL baslangi¢ enzim derisimi, Cg,=60 pL/mL gluteraldehit derisimi ve
hem Cnu4y2503=500 mg/mL hem de Cnu4)2503=700 mg/mL gibi iki farkli amonyum
siilfat derisimi kosullarinda incelenmistir. Lizin katkisinin gergeklestirilmedigi
CLEA formundaki enzim immobilizasyon siirecinde ulagilan katalitik aktivite degeri
ile kiyaslandiginda lizin katkisinin katalitik aktivite ilizerine olumsuz bir etkisi
saptanmistir. Ancak bu etkiler presipitasyon kosularina bagli olarak farkli etkilere
sahip oldugu goriilmektedir. Presipitasyon siirecinin Cmays03=500 mg/mL oldugu
kosullarda elde edilen aktivite degerleri ile kiyaslandiginda, amonyum siilfat
derisiminin Cn4ys03=700 mg/mL oldugu kosullarda artan salting out etkisinden
dolay1 tasiticisiz immobilize enzim sistemlerinin katalitik performanslarinin azaldigi
gorilmektedir. Cpy=8 mg/mL'den daha yiiksek derisimlerinde lizin katkisinin
olusturulan biyokatalizoriin sisteminin katalitik performansinda bir gelisme
saglayabilecegi Ongoriilebilinir. Ancak BSA'da da oldugu gibi olusturulan
immobilize sistem bir tasiyicili immobilize enzim sistemine dogru egilim
gostereceginden daha yiiksek derisimlerde lizin kullanimi bu g¢alismanin amag ve
kapsami baska yonelere kaydiracaktir. Elde edilen deneysel bulgular CLEA’larin
FTIR-HATR spektrumlarmin 1600-1700 cm™ dalga sayis1 arah@indaki amid I
bandinin bilgisayar ortaminda gergeklestirilen ikincil yap1 analizleri Sekil 3.9 ve
Sekil 3.10°de gosterilmistir. Amid [ iginde yer alan ikincil yapilar1 olusturan
bilesenlerin yiizde degisimleri ise Cizelge 3.7°de sunulmustur. Lizin'nin ikincil
yapisal igerigi tahmin etmek i¢in basitlik agisindan diizenli ve ¢arpitilmig a-sarmalin
yiizdelik degerleri toplami a-helis icerigini elde etmek i¢in toplanp ortalamasi
alinmistir. Ayrica diizenli ve carpik B-tabakasi da toplam p-tabakali icerik elde etmek

i¢in yiizdelik degerleri toplanp ortalama degerleri ise Cizelge 3.8’de gdsterilmistir.

Daha kesin olarak, katalitik aktivitenin artmasiyla sarmal iceriginin marjinal olarak
azalmasina neden olurken, B-tabakalar1 ve sirasiz yapilart ayn1 anda artmaktadir. Lizin
katkisinin gergeklestirilmedigi CLEA formundaki enzim immobilizasyon siirecinde
ulasilan en yiiksek katalitik aktivite degeri ile kiyaslandiginda Cntiay2s03=500 mg/mL
derisiminde lizin derisiminin artmasiyla katalitik aktivite artar. Egri uydurma
sonuglarina dayanarak, o-heliks igerigi sirasiz yapilarda paralel bir azalist ile

B-tabakalar1 ve sirasiz yapilarin ise ayn1 anda artmasina neden olmaktadir.
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Cnnapso3=700 mg/mL kosullarinda ise lizin derisiminde artan salting out etkisinden
dolay1 tasiticisiz immobilize enzim sistemlerinin katalitik performanslarinin azaldigi
gorilmektedir. Bu da a-heliks iceriginin azalmasina, B-tabakalar1 ve sirasiz yapilarin

ise ayni anda artmasina neden olmaktadir.
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Sekil 3.9 Farkli lizin derisimlerinde Cg =200 mg/mL, Cg,=60 pL/mL ve

Cnhay2803=500 mg/mL kosullarinda hazirlanan CLEA'larmn
amid I bantlar1 ve ikincil yap1 analizleri:

a) Lizin yok

b) Cry=1 mg/mL

¢) Cry=2 mg/mL

d) Cry=4 mg/mL

e) Crys=8 mg/mL.
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Sekil 3.10 Farkli lizin derisimlerinde Cg=200 mg/mL, Cg,=60 pL/mL ve

Cnhay2s03=700 mg/mL kosullarinda hazirlanan CLEA'larin
amid I bantlar1 ve ikincil yap1 analizleri:

a) Lizin yok

b) Crys—=1 mg/mL

¢) Crys=2 mg/mL

d) Crys=4 mg/mL

e) Crys=8 mg/mL.
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3.1.4 Coziicii tiirii etkisi

Endiistriyel uygulamalarda enzimlerle gerceklestirilen enzimatik reaksiyonlar sulu
ortamlarda tampon sistemlerinde ya da degisik organik c¢oziicii ortamlarinda
gergeklestirlmektedir. Bu baglamda, 50 mM pH=7 kosullarindaki sodyum fosfat
tamponunda baslangic enzim derisiminin Cg=200 mg/mL, amonyum  siilfat
derisiminin  Cnmspso3=700 mg/mL ve gluteraldehit derisiminin Cg,=60 pL/mL
oldugu kosullarda tiretilen CLEA'larin katalitik performansina; deiyonize su, sodyum
fosfat tampon sistemi ile dimetilformamit, dimetilsiilfoksit, etanol, etilasetat, n-
hekzan, i-oktan, metanol ve siklohekzan gibi degisik organik ¢oziicii sistemlerinin
etkisi arastirilmistir. 25 mL hacimli amber cam siselerin igerisine herbiri 15 mL
hacimde olacak sekilde belirtilen ¢oziicii sistemlerinden ve yaklasik 150 mg CLEA
eklenmistir. Amber cam siselerin hava sizdirmaz kapaklar1 kapatildiktan sonra
enzimler oda sicakliginda 2 giin siireyle belirtilen ¢oziicii sistemlerine maruz
birakilmiglardir. Belirtilen alikonma siiresi sonunda CLEA'lar santrifiijleme ve 50
mM pH=7 kosullarindaki sodyum fosfat tampon sistemi ile 3 kez yikama islemi
gerceklestirildikten sonra liyofilizatorde kuruttulmus ve katalitik aktiviteleri
Olclilmiistiir. CLEA formundaki immobilize enzim sistemlerinin katalitik aktivitesine

¢Oziicii sistemlerin etkisi Cizelge 3.9'da gosterilmistir.

En yiiksek katalitik aktivite 50 mM pH=7 kosullarindaki sodyum fosfat tampon
sisteminde 9.57 U olarak olg¢iilmesine karsin, en diigiik katalitik aktivite ise
dimetilsiilfoksit ortaminda 4.47 U olarak Ol¢iilmiistiir. Deiyonize su ortaminda
CLEA'larin katalitik aktiviteleri yaklasik olarak %33 kaybederek 6.40 U'ye
azalmistir. Deiyonize su ve dimetilsiilfoksit disindaki diger ¢oziicii sistemlerinde
CLEA'larin belirtilen organik c¢oziiciilere karsi yiiksek toleransa sahip oldugu
gorilmektedir. Yine su ve dimetilsiilfoksit disindaki diger ¢oziicli sistemlerinde
CLEA'larin katalitik aktiviteleri en yiiksek katalitik aktivite degeri ile
kiyaslandiginda % 3.7 ile 15.2 arasinda azalmalar saptanmistir. Elde dilen bulgular
1s181inda dimetilsiilfoksit ortami diginda o6zellikle sodyum fosfat tampon sistemi-
organik ¢oziicli ortamlarini igeren iki fazli sistemler i¢in uygunoldugu goriilmektedir.
Coziicl sistemine bagli olarak biiyiikten kiiclige dogru katalitik aktivite degerlerinin
elde edildigi ortamlar; Fosfat tamponu > proteaz > etilasetat > metanol > siklohekzan

> n-Hekzan > j-oktan > dimetilformamit > etanol > deiyonize su > dimetilsiilfoksit
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seklinde siralanmaktadir.

Elde edilen deneysel bulgular farkli organik bilesiklerin FTIR-HATR
spektrumlarmin 1600-1700 cm™ dalga sayis1 araligindaki amid I bandinin bilgisayar
ortaminda gergeklestirilen ikincil yap1 analizleri Sekil 3.11°de gosterilmistir. Amid I
icinde yer alan ikincil yapilart olusturan bilesenlerin yiizde degisimleri ise Cizelge
3.9°da sunulmustur. Degisik ¢oziicii sistemlerine maruz birakilan CLEA'larin ikincil
yapisal icerigi tahmin etmek i¢in basitlik agisindan diizenli ve diizensiz a-sarmalin
yiizdelik degerleri toplam o-helis igerigini elde etmek icin toplanp ortalamasi
alinmistir. Ayrica diizenli ve diizensiz B-tabakasi da toplam B-tabakali icerik elde
etmek icin yiizdelik degerleri toplanip ortalama degerleri ise Cizelge 3.10°da
gosterilmistir. Bu da katalitik aktivite degerinin sirasiyla azalmasi a-heliks ig¢eriginin
de artmasina, P-tabakalar1 ve sirasiz yapilarin ise ayni anda azalmasina neden

olmaktadir.
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Sekil 3.11 Degisik organik ¢oziicli sistemlerine maruz birakilan
CLEA'larin amidl bantlar1 ve ikincil yap1 analizleri:

a) Tampon ortami
b) Serbes proteaz
c) Etilasetat

d) Metanol

e) Siklohekzan

f) n-Hekzan
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Sekil 3.11 Degisik organik ¢oziicii sistemlerine maruz birakilan
CLEA'larin amid I bantlar1 ve ikincil yap1 analizleri:
(Devam)
g) i-Oktan
§) Dimetilformamit
h) Etanol
1) Deiyonize su
1) Dimetilsiilfoksit
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4. TARTISMA VE SONUC

Giliniimiizde ¢esitli uygulamalar i¢in daha g¢evreci ve verimli bir segenek olarak
enzimlerin kullanimi, aragtirmacilar1 ekstrem kosullara dayanikli enzim ve enzim
gruplar1 bulmaya itmistir. Bunlardan birisi olan proteazlar, diinya enzim pazarminin
en genis grubunu olusturur ve ¢esitli endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamalardaki
rolii ile dikkat c¢eken oldukca ©Onemli bir enzim grubudur. Gidadan deterjan
endiistrisine, ila¢ endiistrisinden atik su aritimina, peptid sentezine kadar hemen
hemen her alanda proteazlar1 gérmek miimkiindiir. Ayrica canli organizmalardaki
hayati olan fizyolojik siireclerde Oonemli roller iistlenmektedirler. Bundan yola
cikilarak ticari 6neme sahip, ekonomik degeri olan proteazlari; yeni ve dogal
kaynaklardan izole etmek, saflagtirmak ve karakterize etmek arastirmacilar igin itici

bir giic olmustur.

Mikroorganizmalar, enzim kaynagi olarak kullanilabilecek en iyi kaynaklardir.
Ciinkii enzim teknolojisinde, en diisiik maliyetle en yiiksek verimi almak temel
esastir. Mikroorganizmalarin gerek kiiltiire edilme kosullarin kolay olmasi gerekse
de kisa siirede yiiksek verim saglamalari, onlar1 enzim g¢aligmalar1 i¢in 6nemli bir
kaynak haline getirmistir. Endiistrideki zor ve agir sartlara dayanikli enzimlerin
eldesinde Ozellikle ekstrem sartlarda yasayabilen mikroorganzimalar tercih edilir.
Bunun i¢in de bilim insanlar1 biyoteknolojik acidan degerli olan yeni tiirleri

tanimlamak i¢in siirekli bir arastirma igerisinde bulunmaktadirlar.

CLEA enzimatik iiretim proseslerinde serbest ya da immobilize enzim
kullaninmindaki darbogazlarin ¢6ziimii i¢in son yillarda gelistirilen yeni bir
immobilizasyon yontemidir. CLEA’larin diger tasiyicisiz enzim immobilizasyon
yontemlerine gore alternatif ve yeni ortaya ¢ikmis bir yontem olmasina karsin;
enzim agregatlariin boyutunun herhangi bir difiizyon kisitlamasina gitmeden nasil
kontrol edilebilecegi, enzim konformasyonunun nasil daha esnek hale getirilebilecegi
ve enzim aktivitesi ve seciciliginin agregasyon kosullarinin farklilastirilmasi ile nasil
ayarlanabilecegi gibi darbogazlarin aydinlatilmasi halen arastirma konular

arsindadir.
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Bu ¢alismada, Bacillus sp. tiirii mikroorganizmalardan izole edilmis ticari proteaz
enziminin 6nce amonyum siilfat ile presipitasyonu ve daha sonra glutaraldehit ile
olusan agregatlarin c¢apraz baglamasi yoluyla capraz bagli proteaz agregatlari
olusturularak immobilizasyonu gerceklestirlmistir. Siireli yayin veri tabaninda
konuya iliskin o6zellikle proteaz enzimlerine yonelik yeterli bilgi birikimi

bulunmamasi nedeniyle yiiksek lisans tez projesi orijinal bir ¢aligma niteligindedir.

Proteazlar tarafindan uyarilan konformasyonel ve ikincil yapilarin (o-sarmal,
B-tabaka, doniis ve rasgele bobinler) rastgele degisiklikleri FTIR spektroskopisi ile
izlendi. Ikincil yapisal igerigin nihai sonucu ve enzimatik dalgalanmay1 acikliga
kavusturmak i¢in 1600-1700 cm™ arasinda CLEA formundaki biyokatalizor, farkli
amonyum siilfat derisimleri, BSA ve lizin gibi proteik ajan, degisik organik ¢oziicii
sistemlerinin katalitik aktiviteleri icin egri uydurma yapilmistir. Ik egri uydurma
icin, alt bantlarin sayist ve konumu ile tepe ylkseklikleri ve genislikleri gibi
baslangi¢ girdi parametreleri girildi. Nihai uyanlar i¢in bant araliklari, genislikleri ve
tiim bantlarin sekilleri eszamanli olarak degistirildi. Son olarak en uygun esanlaml
tiirevler onaylandi. Egri uydurma sonucunda elde edilen piklerin kesirli alanlari,
farkli ikincil yap1 elemanlarmin (o-sarmal, B-tabaka, doniis ve rasgele bobinler)
yiizdesini hesaplamak i¢in kullanilmistir. Baslangi¢c enzim derisimlerinin ikincil
yapisal icerigini tahmin etmek i¢in basitlik acisindan, diizenli ve/veya diizensiz a-
sarmalin yiizdelik degerleri toplam a-helis igerigini elde etmek icin toplanp ortalamsi
alinmistir. Ayrica diizenli ve/veya diizensiz P-tabakasi da toplam B-tabakali icerik

elde etmek i¢in yiizdelik degerleri toplanip ortalams1 alinmistir.

CLEA formundaki biyokatalizor sistemlerinin katalitik aktivitelerinin baslangi¢
enzim derisiminin artmasiyla arttig1 goriilmektedir. Calismada ulasilan en yiiksek iki
katalitik aktivite degerlerine; Cg=200 mg/mL ve Cg,=60 pL/mL kosullarinda ve
Cg=250 mg/mL ve Cg,=40 puL/mL kosullarinda ulsilmis ve bu kosullarda aktivite
degerleri sirasiyla 9.58 U ve 9.69 U olarak saptanmisir. Ancak Cg=250 mg/mL,
Cow=40 pL/mL ve Cnu4psos=700 mg/mL kosulda 1654 cm’' dan 6ne cok az
a-heliks diizensiz yapimnin bulundugu Cg=200 mg/mL, Cg,=60 pL/mL ve
CNHay2504=700 mg/mL oldugu kosulda ise 1654 cm” dan 6ne a-heliks diizensiz
yapinin bulunmadig1 ve bu diizensiz yapimin 1654 cm™ civarindaki amid I bandinin

kuvvetli bir sekilde azaldigi bu da oa-helislerden daha diisiik bir katkiyr isaret
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etmektedir. Baslangic enzim derisiminde toplam ortalama a-heliks iceriginin
azalmasma, toplam ortalama [-tabakalari ve sirasiz yapilarin ise ayni anda
artmasma neden olmaktadir. Sonu¢ olarak katalitik verim acisindan en uygun
kosullar Cg=200 mg/mL, Cg,=60 pL/mL ve Cnnaypsos=700 mg/mL  olarak

belirlenmistir.

Amonyum siilfat derisimi etkisinde de ayn1 durum s6z konusudur. Amonyum siilfat
derisiminin artmasi ile iiretilen CLEA'larin katalitik aktivitesi Once azalmakta ve
daha sonra artarak hemen hemen sabit bir degere ulagsmaktadir. Amonyum siilfat
derisiminin Cnuay2s04=500 mg/mL oldugu kosulda aktivite 9.57 U, Cmay2s04=600
mg/mL oldugu kosulda aktivite 8.74 U, Cmaypsos=700 mg/mL oldugu kosulda
aktivite 9.57 U ve Cnuays04=800 mg/mL oldugu kosulda ise aktivite 9.50 U olarak
saptanmigtir. Goriildiigii gibi immobilize enzim sistemi en yliksek katalitik
performansin1 hem Cnuapso4=500 mg/mL hem de Cnuapsos=700 mg/mL oldugu
kosullarda gostermistir. Ancak Cnmaypsos=700 mg/mL amonyum siilfat derisiminde
1654cm™ dan éne o-heliks diizensiz yapimn bulunmadigi  ve amid I bandmnin
kuvvetli bir sekilde azaldigi bu da o-helislerden daha diisiik bir katkiyr isaret
etmektedir. Dolayisiyla baslangic enzim ve gluteraldehit derisimi etkisindeki
Ce=200 mg/mL, Cg,=60 pL/mL ve Cnu4)so3=700 mg/mL ikincil yap1 (o-sarmal,
B-tabaka, doniis ve rasgele bobinler) bilesenleri ile yaklasik ayni1 degerleri

verdiginden dolayr en uygun kosul oldugu boylelikle ispatlanmistir.

500 mg/mL (NH4),SO4 derisiminde BSA derisiminin artmasiyla katalitik aktivite
artar. Egri uydurma sonuglarina dayanarak Baslangi¢c kosulu (BSA katkisi yok)
1650 cm” nun altinda ve dstinde ki dalga sayilarinda (1651,1648,1649 cm™)
a-helikslerin bulunmasi 1654 cm™ civarindaki amid I bandmin protein enzimatik
parcalanmasi sirasinda ¢ok az bir degisime neredeyse BSA derisimin artmasiyla bu
degisimin sabit kaldig1 sdylenebilir. Bu da o-heliks diizensiz yapinin fazlaligina
a-heliks diizenli yapidan daha diistik bir katkiy1 isaret etmektedir. Ortalama a-heliks
diizenli igeriginin kismen azalmasi, ortalama B-tabakalar1 ve sirasiz yapilarin ise
ayni anda kismen artmasina neden olmaktadir. 700 mg/mL (NH4),SO4 derisiminde
BSA derisiminin artmasiyla katalitik aktivite azalir. Egri uydurma sonuglarina
dayanarak Baslangic kosulu (BSA katkisi yok) 1656 cm” nun altinda ki dalga
sayilarinda (1649, 1653, 1654 ve 1655 cm’™) o-helikslerin bulunmas: 1654 cm’

civarindaki amid I bandinin BSA derisimin artmasiyla ¢ok kuvvetli bir sekilde
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azaldig1 sOylenebilir.Bu da a-heliks diizensiz yapilarin yoklugunu a-heliks diizenli
yapilardan daha fazla bir katkiyr isaret etmektedir.Ortalama o-heliks diizenli
igeriginin  artmasi, ortalama [-tabakalar1 ve sirasiz yapilarin ise ayni anda

azalmasina neden olmaktadir.

500 mg/mL (NH4),SO4 derisiminde Lizin derisiminin artmasiyla katalitik aktivite
artar. Egri uydurma sonuclarina dayanarak Baslangi¢ kosulu (Lizin katkisi yok)
1650 cm™ nun istiinde ki dalga sayilarinda (1652,1653 ve 1655 cm™) a-helikslerin
bulunmast 1654 cm™ civarindaki amid I bandinin Lizin derigimin artmasiyla c¢ok
kuvvetli bir sekilde arttig1 s6ylenebilir. Bu da a-heliks diizensiz yapinin fazlaligina
a-heliks diizenli yapidan daha diisiik bir katkiyi isaret etmektedir. Ortalama a-heliks
diizenli igeriginin azalmasi, ortalama B-tabakalar1 ve sirasiz yapilarin ise ayni anda
artmasina neden olmaktadir. 700 mg/mL (NH4),SO4 derisiminde Lizin derisiminin
artmastyla katalitik aktivite artar. Egri uydurma sonuglarina dayanarak Baslangic
kosulu (Lizin katkis1 yok) 1656 cm” nun altinda ki dalga boylarinda (1649, 1654 ve
1656 cm™) o-helikslerin bulunmasi 1654 cm™ civarindaki amid I bandinin protein
enzimatik parcalanmasi sirasinda kismen azalisina yani Lizin derisiminin artmasiyla
bu degisimin neredeyse sabit oldugu soylenebilir. Bu da a-heliks diizensiz yapinin
fazlaligina o-heliks diizenli yapidan daha diisiik bir katkiyr isaret etmektedir.
Ortalama o-heliks diizenli igeriginin  kismen azalmasi, ortalama p-tabakalari ve
sirasiz yapilarin ise ayni anda kismen artmasina neden olmaktadir. Amid I bandinda
Lizin ve BSA katkisinin ikincil yapilar tizerine olumsuz bir etkisi saptanmigtir.
Ancak bu etkiler presipitasyon kosularina bagl olarak farkli etkilere sahip oldugu
gorilmektedir. Lizin ve BSA katkisinin olusturulan biyokatalizor sisteminin katalitik
performansinda bir gelisme saglayabilecegi Ongoriilebilir. Ancak bu durumda da
olusturulan immobilize sistem bir tagiyicili immobilize enzim sistemine dogru egilim
gosterebileceginden daha yiiksek derisimlerde calisilmasi bu calismanin amag ve

kapsamina uygun olmayacaktir.

Degisik ¢oziicli sistemlerinde maruz birakilan enzimlerin katalitik aktivileri
deiyonize su ve dimetilsiilfoksit disinda basta pH=7, 50 mM sodyum fosfat tamponu
olmak tizere, etilasetat, metanol, siklohekzan, hekzan, izooktan, dimetilformamit ve
etanol ortamlarinda en fazla %15 ve kuru proteaz da %1 kayipla koruyabildikleri
saptanmistir. Elde edilen bulgular 1ss1ginda gelistirilen immobile enzim sistemlerinin

substrat ya da {riin inhibisyonlarmin goriildiigii ve sulu sitemlerde ¢6ziinmeyen
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substrat ya da {irlinler yer aldig1 biyodoniisiim ortamlarinda kullanabilme potansiyeli

bulunmaktadir.

Coziicl sistemine bagli olarak biiyiikten kiiclige dogru katalitik aktivite degerlerinin
elde dildigi ortamlar; tampon sistemi > proteaz > etilasetat > metanol > siklohekzan
> n-hekzan > i-oktan > dimetilformamit > etanol > deiyonize su > dimetilsiilfoksit
seklinde siralanmaktadir. Buda katalitik aktivite degerinin sirasiyla azalmasi, a-heliks
iceriginin de artmasina, B-tabakalar1 ve sirasiz yapilarin ise ayni anda azalmasina
neden olmaktadir. Gelistirilen immobile enzim sistemi ile kuru proteaz sisteminin
ikincil yapilar tizerindeki degisiminin yaklasik olarak ayni oldugu saptanmistir. Elde
dilen bulgular 1s18inda dimetilsiilfoksit ortami disinda o6zellikle sodyum fosfat
tampon sistemi-organik ¢Oziicii ortamlarin1 iceren iki fazli sistemler igin
uygunoldugu goriilmektedir. Proteaz enziminin organik ¢dziicililer varliginda daha iyi
kararlilik sergilemesinden dolay1 endiistride sentetik uygulamalarda kullanilabilir

oldugu ongoriilebir.
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