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ONSOZ ve TESEKKUR

Tez calsmasindaBacillus clausiGMBAE 42 serin alkalen proteaz enziminin kazein
hidrolizinin su ile kamgabilen 8 farkli organik c¢ozicli vatinda kinetik ve
termodinamik 6zellikleri incelenrgtir. Organik c¢ozuculerin log P derleri,
dielektrik sabitleri ve solvatokromik parametreleri ile enzimin Kkinetik ve
termodinamik parametreleri arasinda lineakiler belirlenmitir.

Doktora tezimin hazirlanmasi sirasinda, h@m@ada engin bilgi ve tecriibelerinden
yararlanmama olanak gayan, sabrini hicbir zaman eksik etmeyen, biyokiyaya
ilgi duymamda cok buylk pay sahibi olangddi hocam Sayin Prof. Dr. Altan
ERARSLAN’a, tez cagmaminsekillenmesinde ve ilerlemesinde buyik payi olan,
yardimlarini ve bilgi birikimini esirgemeyen Sayin Prof. Dr. Dilek KAZAN hocama
(Marmara Universitesi Muh. Fakiiltesi Kimya MuhengisliOgretim Uyesi,
TUBITAK-MAM GMBE Enzim ve Fermentasyon Teknolojisi Lalabuari)
tesekkurlerimi borg bilirim.

Tez calgmamin aksamadan yuriyebilmesi igin gerekli kimyasalddelerin, cam
malzemelerin ve enzimin ganmasinda samimi yardimlarini esirgemeyen
TUBITAK-MAM GMBE Enzim ve Fermentasyon Teknolojisi Lataduari
calsanlarindan Sayin Dr. A.Akin Denizci, Dr. Dilek GRUNER OZTURK ve
Nesrin KARAHAN'’a tesekkirlerimi sunarim.

Buginlere gelmemi gtayan ve doktora c¢aimam boyunca manevi degiei ve
tesvikini eksik etmeyen annem Yildiz AVCI, babam HatirelAVCl'ya ve aileme,
tez calgmami tamamlayabilmem adina benimle birlikte her tifedakarlga
katlanan sevgili @n Ferudun DUMAN’a ve doktora ¢cagmam esnasinda diinyaya
gelen, cagmami tamamlayabilmem icin onlardan c¢glch vakit icin beni Gzmeyen
sevqili ikizlerim Can ve Bilge DUMAN’a tgekktrlerimi borg bilirim.
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Bacillus clausii Alkalen Proteazinin Su ile Karisabilen Organik Coztculer
Varliginda Kinetik Ve Termodinamik Ozelliklerinin I ncelenmesi

Yonca (AVCI) DUMAN

Anahtar Sozcikler: B.clausii, serin alkalen proteaz, su ile katilen organik ¢dzictiler,
kinetik parametreler, termodinamik parametreler, log P, dielektrik sabiti, solvatokromik
parametreler, coklu lineer regresyon.

Ozet: Tez calgmamizda su ile kagabilen sekiz farkli organik ¢ozicuniBacillus
clausii’den saflatirilan alkalen proteaz enziminin kazein hidrolizinin kinetik ve
termodinamik  Ozellikleri  Uzerindeki etkileri incelerytii. Baslangic hizi
kosullarinda organik co6zlculer vaglinda ve yoklgunda alkalen proteazin
Michaelis-Menten parametreleri K Vi, kear Ve kafKn deserleri) belirlendginde
metanolin enzim Uzerinde kismi non-kompetitif inhibisyon; etanol, n-propanol ve i-
propanolin ise gergcek non-kompetitif inhibisyon etkisi yapgoralmtir. N,N'-
DMF, 1,4-dioksanin artan konsantrasyonlari ve DMSO’nun %20 konsantrasyonuna
kadar enzim Uzerinde zorunlu olmayan aktivasyon etkisuocken DMSO’nun daha
yuksek konsantrasyonlarinda enzim Uzerinde gercek un-kompetitif inhibisyon etkisi
gozlenmgtir. Asetonitrilin artan konsantrasyonlari vgrhda enzim Uzerinde
aktivasyon etkisi gorilmil ancak Linewear-Burk diyagramindan vyararlanilarak
olusturulan ileri ¢izimlerden anlamli goular elde edilemeginden zorunlu olmayan
aktivasyon modeline oturtulamagtir. Organik ¢ozuculerin artan konsantrasyonlarda
varliginda enzimle kazein hidrolizine gkin termodinamik dgerler olan AG,
AG? ., AGgs deserleri Michaelis-Menten parametrelerinden yararlanilarak

hesaplanngi ve kinetik ve termodinamik parametreler ile ¢ozictu konsantrasyonlari
arasinda lineer gkiler belirlenmitir.  Her bir organik c¢oztcinin farkl
konsantrasyonlardaki log P ghrleri ve dielektrik sabitleri hesaplanarak enzimle
kazein hidrolizinin kinetik ve termodinamik parametreleri ile log gederi ve
dielektrik sabitleri arasinda aitwrulan grafiklerden bu parametrelerin birbirleri ile
de lineer olarak destigi gorulmistir. Tez cakmasinda kullanilan organik
¢coziculerin callan konsantrasyonlardaki solvatokromik parametreleri hesapjanmi
ve coklu lineer regresyon yontemi ile hangi solvatokromik parametrenin enzimin
kinetik ve termodinamik 06zellikleri Uzerinde daha fazla etkisinin gidu
belirlenmitir.
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The Investigation of Kinetic and Thermodynamic Properties of Bacillus clausii
Alkaline Protease in the Presence of Water Misscible Organic Solvents

Yonca (AVCI) DUMAN

Key words: B.clausii serine alkaline protease, water miscible organic solvents, kinetic
parameters, thermodynamic parameters, log P, dielectric constant, solvatochromic
parameters, multiple linear regression.

Abstract: In this study the effect of 8 different water miscible organic solvents on
kinetic and thermodynamic properties for the casein hydrolysiBamlus clausii
alkaline protease were examined. Effects of organic solvents on the Michaelis-
Menten parameters (K Vi, keat and ka/Kn) were determined at the initial reaction
rate conditions. Methanol caused to the partial competitive inhibition of enzyme
whereas ethanol, n-propanole and i-propanole showed pure non-competitive
inhibition. Increasing concentrations of N,N-DMF and 1,4-dioxane and
concentration of DMSO until 20% caused to the activation of enzyme, whereas
DMSO at concentrations higher than 20% showed un-competitive inhibition. The
increasing concentrations of acetonitrile caused to the activation of enzyme, but
secondary and tertiary plots derived from Lineweaver-Burk diagrams showed that
the activation of enzyme with acetonitrile isn’t compatible with non-essential
activation kinetic model. Thermodynamic values of enzyme for casein hydrolysis
were calculated by using Michaelis-Menten parameters. The linear relations were
found between the kinetic and thermodynamic values of enzyme and increasing
organic solvent concentrations. Dielectric constants and log P values at different
organic solvent concentrations were calculated and linear relations were found
between kinetic and thermodynamic properties of enzyme and dielectric constants
and log P values of organic solvents. The solvatochromic parameters of different
organic solvent concentrations. The relations between solvatochromic parameters
and kinetic and thermodynamic properties of enzyme were estimated by using
multiple linear regression calculations. The multiple linear regression calculations
showed that there are linear relations between solvatochromic parameters of organic
solvents and the kinetic and thermodynamic properties of enzyme. The most
effective solvatochromic parameter of each organic solvent was determined by this
method.
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1. GIRIS

1.1 Enzimler

Enzimler (biyokatalizorler) katalitik 6zefle sahip protein molekdlleridir. Biyokimya
tarihinin c@u enzim argtirmalarina dayanir. Biyolojik kataliz; ilk olarak mide
salgilanyla etin sindirimi Gzerine yapilan gatalarda 1700’l0 yillarda kéedilmis,
1800’lerde tukuruk ve odli bitki ekstraktlariyla ngastanin sekere donglimu
calsilmistir.  Ayni yuzyll icinde Louis Pasteursekerin maya ile alkole
fermentasyonunu, Eduard Buchner fermentasyonun hiicre 6zutlefenea devam
eden molekuller tarafindan @andigini kesfetmis, Frederic W. Kinhe bu

molekdlleri enzim olarak adlandirgir.

James Sumner tarafindan 1962 vyilinda izole edilen kristallendirilen Ureazin
proteinlerden olgtugu bulunmy; bunu pepsin, tripsin ve gBr enzimlerin
kristallendirilmesi ile protein olduklarinin bulunmasi izlgtmi J.B.S. Haldane
enzim ve substrati arasindaki zayif ghha etkilesimlerin substratin yapisini
degistirdigini ve enzimin bir tepkimeyi katalizlemekte kullanilabil@oe dnermitir.

Bu 6ngora buginki enzimatik katalizin apleasinin temelini olgturmaktadir.

Yirminci yUzyilin sonlarinda hiicresel metabolizmadaki tepkimeleri katalizleyen
enzimler Uzerinde agarmalar ygunlasmistir. Bu calgmalar binlerce enzimin
saflgtirilmasina, yapilarinin aydinlatiimasina ve Kkatalitik mekanizmalari ile

enzimlerin nasil ¢atiginin anlgiimasina yol agngtir [1].

1.2 Enzimlerin Calisma ilkesi

Canli sistemlerde tepkimeler enzimatik kataliz ile gergakld®ek cok biyolojik
molekul nétral pH, vicut sicalgh ve hucre ici sivi ortaminda kararlidir. Buskbar
altinda katalizlenmeyen tepkimeler oldukca yavagerceklgir. Yiyeceklerin
sindirimi, sinir uyarilarinin gonderilmesi ya da kas kasiimasi gibi tepkimeler

enzimatik kataliz olmadan gercekégnez.



Enzimatik tepkimeler enerjetik olarak uygun ortamlarstltularak gerceklgr.
Enzim ile katalizlenen tepkimeler; substratinglaadigi enzimin aktif bolgesinde
gerceklgir. Substratin bglandgl enzim-substrat kompleksi enzim aktivitesinde
onemli bir rol oynar. Olgan kompleks ayni zamanda enzimatik kataliz ilesaru
tepkimenin kinetik davraglarini aciklayan matematikselslemlerin balangic

noktasini olgturmaktadir [1, 2].

1.3 Enzimlerin Siniflandiriimasi

Enzimler katalizledikleri tepkimelere goére alti temel sinifa aysibndir. Her
enzime, katalizlegh tepkimeye gore dort sayidan gdun siniflandirma numarasi
verilmistir (Tablo 1.1.) [1].

Tablo 1. 1: Enzimlerin uluslararasi siniflandiriimasi [1]

No. Sinif Katalizledigi tepkime tirU

_ Elektron transferi tepkimeleri (hidrit iyonlari ve H
1  Oksidoreduktazlar

atomlari ile)
Transferazlar Grup-transfer tepkimeleri
3 Hidrolazlar Hidroliz tepkimeleri (§levsel gruplarin suya transferi)

_ Cift baglara gruplarin ilavesi ve gruplarin yer

4  Liyazlar o o ) )

desistirmesi ile ¢ift bglarin olusumu tepkimeleri
) izomerik yapilari olgturmak tizere molekdl icerisinde

5 Izomerazlar ) . .
grup transferi tepkimeleri
ATP’nin harcanmasi ileseesmis C-C, C-S, C-O, C-N

6 Ligazlar baglarinin olgumuna yol agcan kondanzasyon

tepkimeleri




2. PROTEOLITIK ENZIMLER

2.1 Proteolitik Enzimlerin Enzim Teknolojisindeki Yeri

Fonksiyonlari ve nitelikleri goz o©ntne aligchda protein yikimini  ggayan
proteolitik enzimler (proteazlar) endustriyel enzimlerin en &6nemli sinifini
olusturmaktadir [2]. Endustride kullanilan enzimlerin % 75’ini hidrolitik enzimler
olustururken, proteazlar % 75’lik grubun % 50’sini giurmaktadir [3,4,9].
Proteazlar hedefledikleri peptid @arini hidrolizleyen hidrolazlar sinifina ait
enzimlerdir. Bu enzimlerin dgsik kaynaklardan izole edilen bazi siniflari noétral
pH'nin GUstiindeki s@ri uctaki pH'larda yiksek kataliz yetefiee sahip olmalari
nedeni ile endustriyel kullanimda oldukca 6nem kazalanaiir. 1994 yilinda 400
milyon $ olan toplam endustriyel pazarin 112 milyon dolarlik kismini deterjan katki
maddesi olarak proteazlar eturmuwtur [5]. Proteazlarin deterjan deri, et, sut,
finncihk endustrisinde kullaniimasinin yani sira rasemik skatarin ayrilmasi,
peptid sentezi, Xsinlar (rontgen) filmlerinden jelatin tabakasinin hidrolizi ile
guimisun geri kazanimi gibi birgcok kullanim alani ghoustur [6-9]. Tablo 2.1'de
proteolitik enzimlerin endustriyel kullanimlari 6zetlegtmi[4,].

Tablo 2. 1: Proteolitik enzimlerin gidi endustriyel kullanimlari [4]

Endustri Kullanim alani

Mesrubat Granul proteinlerin ¢oziinmesi, biranin stabilizasyonu
Deterjan Protein kaynakl kirlerin katalitik olarak yikimi
Ekmek/Pasta Gluten elastigiinin modifikasyonu

Peynir Uretimi Kazeinin kesilmesi, lor glumu, peynir Gretimi

Derinin islenmesi Tly giderme, deri yuryatma

Et Etin yumuatiimasi




2.2 Proteazlar

Proteazlar proteinlerdeki peptidgain hidrolitik bélinmesini katalizlerSekil 2.1).

0 0]

o _.-J'l*-\._L - R' o J]\H @_. RI
ST [ H proteas P I, CIEI + HaN
D,:_T_, NH +H-0 Qe r, NH
R R
protein va da peptid daha kigik peptid arrino asit

Sekil 2. 1: Peptid bani hidrolizleyen proteazlarin reaksiyonu

Proteazlar, hidrolazlar sinifina ait (no: 3) enzimlerdir. Peptidaz ya da peptid
hidrolazlar olarak da isimlendirilirler. Proteazlar; bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal
kaynakli olabilirler. Proteaz kaypaolarak bitkilerin kullaniimasini etkileyen g#i
faktorler vardir. Yegtirilmeleri igin toprazin uygunlgu, iklim kosullarinin
elvermesi ve bitkilerden proteaz eldesinin zaman istegfemiolmasi bunlardan en
onemlileridir. Papain, bromolein ve keratinaz yaygin olarak bilinen bitkisel kaynakh

proteazlardir.

Hayvansal kaynakli olarak en iyi bilinen proteazlar; pankreatik tripsin, kimotripsin,
pepsin ve rennindir. Bu proteazlar oldukga fazla miktar elde edilmelerigen kar
hayvan stoklarinin olturulmasi ve bunlarin kesinglémleri hikimet ve tarim

politikalarina bglidir.

Mikrobiyal proteazlar enzimolojide; gencalsma alanindan ve ¢ok ucuz ve kolay
ulasilabilir ve kolay c¢galtilabilir mikroorganizmalardan elde ediggihden dolay! en
onemli hidrolitik enzim sinifini okiurmaktadir. Mikrooganizmalar proteazi hicre ici
ya da hicre di olarak Uretebilmektedirler. Hucre icgi proteazlar enzimlerin ve
hormonlarin mutarotasyonu, hiicresel protein miktarinin sabitlenmesi gilbh ce
hiicresel ve metabolik sirecler icin Onensirteaktadir. Hicre di proteazlar
proteinlerin hidrolizi ve hidrolitik Grinlerin kullanilmasi ve ayni zamandsitice
endustriyel glemlerde protein yikimina yardimci olmasi agisindan énemlidir. Bakteri

kaynakli proteazlar 6zellikiBacillus cinsine ait noétral ve alkalen proteazlar ticari



olarak en cok kullanilan proteazlardir. [6,10-12]. Tablo 2.2’de bazi endustriyel

Oneme sahip alkalen proteaz enzimleri vegtm[6].

Tablo 2. 2: Endustriyel 6nheme sahip alkalen proteazlar [6]

Ureten mikroorganizma Mlkroq_rgan_|zma Optimum pH Endusriyel
kokeni uygulamalari
Streptococus sp. Bakteri 8.0 Sut/peynir Uretimi
Bacillus stearothermophilus Bakteri 9.5 E;:Zplan ve deterjan
Trltrla(_:h|um album Fungus 9.0-12.0 (;am§|r deterjanlari
(Proteinaz T) formulasyonu
Trltrla(_:h|um album Fungus ~.0-10.0 (;am§|r deterjanlari
(Proteinaz T) formilasyonu
D,L fenilalanin ve
Conidiobolus coronatus glisinin rasemik
. ) Fungus 9.7
(alkali proteinaz B) karigimlarinin
ayriimasi
Bacillus sp. Y. (BYA) Bakteri 10.0-12,5 $amair deterjanlari

formulasyonu
Bacillus firmus Bakteri 8.0 Deterjan endustrisi
Dogal atiklardan

Bacillus sp. Bakteri 8.5-9.5 biyokiitle tiretimi
Bacillus sp Bakteri 8.5 Tuy“gldgr.me/den
endustrisi
Bacillussp Bakteri 9.0-11.0 Detenan
(Savinaz/Durazim) formulasyonlari
Bacillus licheniformis . Biyolojik olarak aktif
Bakteri 8.2 c )
(Alkalaz) peptidlerin sentezi

Proteaz enzimiBacillus cinsine ait alkalifilik mikroorganizmalar tarafindan bol
miktarda dretilir. Bu yuzden alkalifiliBacillus suslari hem endustriyel uygulamalari
hem de akademik camalar acisindan olduk¢ca onengitaaktadir [6,12].Bacillus

cinsi tarafindan htcre gdiolarak uretilen proteaz enzimigigi mikroorganizmalar
arasinda ticari olarak en uygun olanidir [9]. BBacillus swlari tarafindan oldukca
fazla miktarlarda sentezlenen alkalen proteazlar yiksek pH ve sicakliktaki
kararhliklarindan dolayl deterjan endustrisinde katki maddesi olarak tecih
edilmektedirler [6,13-20]. Tablo 2.3'de deterjan endusrisinde kullanilan bazi alkalen

proteaz enzimleri verilngtir.



Tablo 2. 3: Deterjan formilasyonunda vgatiuygulamalarda kullanilan bazi alkalen
proteaz enzimleri [15,18]

P : Optimum
Ticarl : Kaynak Optimum sicaklik  Uretici Firma
ISim mikroorganizma pH
(0C)
Alkalase . Bac_lllus . 8-9 60 Novo Nordisk
licheniformis

Savinase Alkaloph|l'|.c B. 9-11 55 Genencor
Clausii

Esperase Alkaloph|l_|_c B. 9-11 60 Novo Nordisk
Clausii

Opticlean AIkalOph”.'.C B. 10-11 50-60 Solvay
Clausii

Optimase Alkaloph||'|.c B. 9-10 60-65 Solvay
Clausii

Alkaline B. clausii 10-11 40-50 ~ Juxi Synder

protease Bioproducers

Proleather Alkalophll_l_c B. 10-11 60 Amano _
Clausii Pharmeceuticals

Protease P Asprcillus sp 8 40 Amano

Purafect B. lentus 10 40-65 Genencor

Deterjan endustrisinde kullanilarBacillus turine ait alkalen proteazlarin
saflgtirmasi ve karakterizasyonunaskiin literatiirde bircok ¢ajma bulunmaktadir
[21-25].

2.2.1 Proteazlarin siniflandiriimasi

Proteazlarin siniflandinimasi; kaynaklarina, aktif bdlgelerindeki fonksiyonel

gruplarina ve proteinleri hidrolizleme bigimlerine gore yapilabilir.

| Kaynagina Gére Proteazlar
I.1. Bitkisel Proteazlar

[.2. Hayvansal Proteazlar
[.3. Mikrobiyal Proteazlar

[I. Aktif Bolgelerindeki Fonksiyonel Gruplarina Gore Proteazlar



[I.1. Serin Proteazlar

[I.2. Sistein Proteazlar

[1.3. Aspartil Proteazlar
[I.4. Metalo Proteazlar

[ll. Proteinleri Hidrolizleme Bigimlerine Gore Proteazlar
[1l.1. Ekzopeptidazlar
[11.1.1. Aminopeptidazlar
[11.1.2. Karboksipeptidazlar
[11.2. Endopeptidazlar
[11.2.1. Serin Proteazlar
[11.2.2 Sistein Proteazlar
[11.2.3. Aspartil Proteazlar
[11.2.4. Metalo Proteazlar.

2.2.1.1 Kaynagina gore proteazlar

Proteazlarin canli organizmalarda fizyolojik olarak bulunma zorunluluklari vardir.
Bu nedenle proteaz kaynaklari bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal olarals beni

yelpazeye yayilmnglardir.

Bitkisel kaynakli proteazlardan en yaygin olarak bilinenleri papain, bromolein ve
keratinazdir. Papain Afrika ve Hindistan’da yeti Carica papayameyvesinden
izole edilmitir. Ug tane dislfit koprisu ile stabilize olgn212 adet amino asitten
olusmustur. Katalitik triadini sistein 25, histidin 159, asparajin 158tolutmaktadir.
Molekul agiligl 23 kDa'dur. pH 5-9 arasinda aktiftir, 80-90 °C sicaklikta kargntil
koruyabilmektedir. Endustride hayvan derisininglemmesi, mgrubatlarin
berraklgtiriimasi, sindirim amacl ilagc dretimi, yuksek ¢cozungdusahip protein
hidrolizatlarinin olgumu ve acigin giderilmesi gibi yaygin kullanim alani olmasi
ile birlikte en ¢ok et endustrisinde etin yugatiimasinda kullaniimaktadir [4,10,26-
28].



Bromolein, ananas bitkisindenAifanas comosjiselde edilen sulfidril iceren
proteolitik enzimlere verilen genel bir addir. Bromolein; ananas suyundan elde edilir.
Sistein proteaz olarak da karakterize edilebilir. pH 5-9 arasinda stabildir ancak 70 °C
sicaklikta inaktive olur. Bromoleinin primer hini bir sdlfidril proteolitik
fraksiyonudur. Bromolein ayrica, peroksidaz, asit fosfatazsitliceproteaz
inhibitorleri ve organik bgli kalsiyumu da icerir. Bromolein vicuttaki proteinleri
degrade eden bir enzimdir. Dolayisiyla onun ilk fark edilen @zeflindirimi
kolaylastiran bir madde olmasidir. Bu ylzden gida sanayisinde etgairouolarak
kullaniimaktadir. Bu enzim sadece mide asidine yardimci olmakla kalmayip, ayni
zamanda harsaklardaki alkalen ortama da olumlu tesirler yapmaktadir. Bu nedenle
sindirim sistemi enzimlerinden pepsin ve tripsin gibgidtiiltr. Bromolein kullanimi
sadece sindirim sistemini desteklemekle sinirlgilde. iltihap giderici etkisi
sayesinde romatoid artrit ve sinlzit tedavisinde yardimci goldda klinik
calismalarla kanitlanmgtir. Bromolein, airi trombosit yapkanlgini 6nledgi igin

dogal bir kan incelticidir [4,10,29-31].

Bitkisel kaynakli bir dger proteaz kil ve tiy yikimini giayan keratinazdir. Bu tar
protein yapilarinin yikimi ve sindirimi lizin gibi zaruri (essential) amino asitlerin
sentezi ve atik su sistemlerinde bulunagada@tiklarin pargalanmasi igin 6énemlidir.
Keratin hidrolizatlarindan sistein eldesi de ©Onemsintaktadir. Kozmetik
endustrisinde ¢ozunmi keratin  Grunleri  kullaniimaktadir. Keratin  yapisal
yogunlugundan ve icer@ cok sayidaki disulfid b#arindan dolayr enzim ile
muamele edilmeden oOncegi@tulmeli ve sodyum disulfid, sodyum hipostulfid
tiyoglikolik asit ya da merkaptoetanol gibi indirgen ajanlar ile ghene tutulmalidir.
Disulfid koprialerinin - rediklenmesinden sonra keratin  keratinaz gvada
hidrolizlenmektedir [3,10].

Hayvansal kaynakli protein hidrolizleyen enzimler enzimolojinigldrayicindan beri
bilinmekte ve kullanilmaktadir. Hayvansal kaynakli proteazlardan en bilinenler
pankreatik tripsin, kimotripsin, pepsin ve rennindir. Tablo 2.4'te bu enzimlerin
Ozgunluk gostergi peptid balari gosterilmgtir. Bu enzimler oldukga fazla
hacimlerde safldirilabilirler. Ancak dretimleri hayvansal kaynaklara ve ulke

politikalarina bghdir. Hayvansal kaynakli proteazlar gida endustrisinde protein



hidrolizatlarinin Gretiminde, et ve balik Urtnleringtenmesinde kullaniimaktadirlar.
Pankreatik proteazlarin biyiik birgolugu deri endiistrisinde kullaniimaktadilac
endustrisinde sindirim amacli ilaclarin Gretiminde kullaniimaktadirlar [3,10].

Tablo 2. 4: Hayvansal proteazlarin 6zguni{i0]

Enzim Spesifik oldugu bag
Tripsin -Lys (ya da Arg)-y-
Kimotripsin, subtilisin -Trp (ya da Try, Phe, Leu)Y--
Pepsin -Phe(ya da Tyr, Leu)v— Trp (ya da Phe,Tyr)
Termolizin --Y-Leu (ya da Phe)
Rennin -Phe\K Met-

Tripsin (EC 3.4.21.4) molekulgarhi g1 23.3 kDa olan ve gida proteinlerinin sindirimi
icin kullanilan pankreas kaynakli, ince gogakta proteinleri parcalayan; temel
hayvansal proteazdir. Katalitik triadini serin, histidin ve aspartagtuolu. Bu
yuzden serin proteaz sinifina dahildir. Optimum pH’si 8 ve optimum sicaldi37
°C'dir. Tripsin istenmeyen hiicresel protein yikimini dnlemek icin pankreastan ince
bagirsgga inaktif zimojen (tripsinojen) olarak salgilanir ve orada enterokinaz
proteazlar ile aktif formunu ofturur. Olwan aktif form lizin ve arjinin kalintilari
tarafindan olgturulan peptid bglarina kagi 0zgunlik goOsterir. Pankreatik
tripsinojen katyonik (tripsinojen-1), anyonik (tripsinojen-2) ve mezotripsinojen
(tripsinojen-3) olmak Uzere 3 izoyapidan wlu Katyonik ve anyonik tripsinler
sindirim amacgh protein yikim enzimlerinin ana izo yapilaridir ve 2:1 oraninda
salgilanirken mezo vyapisi % 5 oraninda salgilanir. Mezotripsin ise; tripsin
inhibitorlerine kagl direng gosteren 6zeligrilmi s proteazdir. Tripsin inhibitorlerinin

yikiminda 6zel rol oynamaktadir.

Tripsin pankreastan c¢ok miktarlarda izole edilebilmektedir ve biyoteknolojik
proseslerde gegpiyelpazede kullanim alani bulunmaktadir. Sit tozu soliisyonuna
tripsin ilave edildginde kazeinin hidrolizlenmesini gar. Bebek gidalarinda 6n
hidroliz isleminde kullaniimaktadir. Boylelikle protein molekiilleri arasindalgléa
kirarak bebekler icin sindirimglemini kolaylgtirmaktadir [4,10,32-35]. Tripsinin



katalitik bolgesindeki amino asitler ile ¢ boyutlu konformasyonel yaplsh 2.2'de

gOsterilmitir.

Sekil 2. 2: Aktif bolgesindeki amino asit kalintilari siyah ¢izgiler ile gostesilmpsinin ¢
boyutlu konformasyonel yapisi [35]

Kimotripsin (EC 3.4.21.1) 23.8 kDa molekulgidigina sahiptir, hayvansal
pankreatik Ozutlerinde bulunur. Pankreatik 6zit zimojen kimotripsinojegiin e
miktarda iki formunu icermektedir. Moleklugali gl 25 kDa, izoelektrik noktasi 9.1
olan kimotripsinojen A ve izoelektrik noktasi 5.2 olan kimotripsinojen B
(E.C.3.4.4.6). Her iki zimojen de toplam pankreatik ekstraktlarinin %32’sini
olusturmaktadir. Tripsine benzer olarak ilk etapta inaktif formda sentezlenen
kimotripsinojen; tripsin ile birka¢ adiml proses ile aktif formu kimotripsine donu
Kimotripsinin optimum pH’si 8-9; optimum sicagli 40-45 °C'dir. Kimotripsinin
substratlari triptofan, tirozin ve fenil alanin gibi aromatik amino asitlerin gapti
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peptid bglarini igerir. Ancak I6sin, metiyonin, asparajin ve glutamin gibi kalintilarin
olusturdusu peptid bglarini da hidrolizleyebilmektedir. Kimotripsinin katalitik
triadini serin 195, histidin 57 ve aspartat 102 kalintilagtoimaktadir Sekil 2.3'de
kimotripsinin katalitik triadi ile birlikte G¢ boyutlu yapisi verilgtir. Kataliz; glcla
nikleofil olan serin 195 kalintisi ile gerceydeektedir [4,10,36,37,38].

Sekil 2. 3: Kimotripsinin ¢ boyutlu yapisi ve serin 195, histidin 57, aspartat 102'dganolu
katalitik triad1 [37]

Enzim substrat ara drinunin ghmunu histidin 57 ve aspartat 102 kalintilar
desteklemektedirSekil 2.4’de a-kimotripsinin peptid bg degradasyonunu gosteren
mekanizma verilngtir. Asidik ortamda kimotripsinin kararlgl tripsinden daha
disuktur. Saf kimotripsin pahali bir enzimdir ve sadece diagnostik ve analitik amagh

kullanihir. Sik kullanilan bir dier alani da sut protein hidrolizatlarinin allerjgmin
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giderilmesidir. Asir metaller, polifosfatlar, gicli oksidasyon ajanlari ve PMSF (para
fenil metil sdlfonil flortr) inhibitérleri arasinda yer almaktadir [10,38].

R O R
o =
= i R le H0
“ L I ~,
NH_ ‘%H NH_~Toni CHs
= AR OH
\/ L OHA T 2N ¥~ 1ol | 0 HN \NI\-/‘
_ INFT TNH _ . < . 2
\ < — 0F - \Iﬁ R © | R
. = < | L.._.___ /' R U T
= R Ser '8 R 102 |
Ser' ™ R 102 57 Asp .
Hissr Asp His HaM CHy
ol
o H R, 1 i
R 1 24 . .
Y (8] NH \:\OH
MH___~ J\\ _ \_//" H
Y }3 |’ o~ ¥ 0 T ORI Y Q
ﬂ. - < J— 0% _— rI . : b 8] |
||I | R e R .
R - Ser195 R 102 R ~
Gor! % R 102 Asp NH “T0H
Asp H 57
57 is
His |
e
5|_ )
0 e

Sekil 2. 4: ekimotripsinin peptid bg hidrolizini gdsteren mekanizma [38]

Pepsin (3.4.23.1) tim omurgali hayvanlarin midesinde bulunan 34.5 kDa molekdl
agirhgina sahip asidik proteazdir. Pepsin gastrik mukoz membran tarafindan nonaktif
proenzim olan pepsinojen (molekugidigl 41 kDa) olarak salgilanmaktadir.
Pepsinojen; mide asitleri (HCI) ile aktif proteaz yapisina dénmektedir. Bu
civarinda ulamaktadir. Alkalen pH’larda pepsinojen karaguhi koruyabilirken
pepsin hizla inaktif olmaktadir. Pepsinin izoelektrik noktasi 1'dir. Ancak 1.7-3.0
degerlerine de rastlanmaktadir. Polipepdid zinciri 321 adet amino asit icermektedir.
Aktif bdlgesinde katalizden sorumlu iki adet aspartil kalintisi bulunmaktadir ve
aspartil proteaz sinifina dahildigekil 2.5'te pepsinin ¢ boyulu yapisi ve aktif
bdlgesinde bulunan amino asitlerin konumlanmasi vetimi44]. pH 1.0-2.5
aralginda keratinin de dahil ofw pek ¢ok protein yapisini hidrolizleyebilmektedir.
Gliserol icerisinde oldukca stabil iken; pH 5-5.5 civarindaki sulu c¢ozeltilerde de
kararhhgini koruyabilmektedir. Ancak alkalen pH’larda tersinmez olarak inaktive
olmaktadir. Aromatik amino asitlere 6zgunlik gosterir. Fakat glutamik asit, sistein,

sistin peptidlerini de hidrolizleyebilmektedir. Endistride sindirim amach ilaclarin
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sentezinde protein hidrolizatlarinin glumunda ve kimosin ve rennin vainda
biranin stabilize edilmesinde kullaniimaktadir [4,10,39,40,41].

Lp 1N

Asp215 Asp32

Sekil 2. 5: Pepsinin ¢ boyulu yapisi ve aktif merkezinde bulunan amino asitlerin konumu
[41]

Rennin (rennet, I6sin amidopeptidaz ya da kimozin) (EC 3.4.23.4) mide
hiicrelerinden salgilanan proteolitik (protein sindirici) bir enzimdir. Bebeklerin ve
yavru hayvanlarin midelerinden salgilanan bu enzimin rolt, st kazeinini para-kazein
haline cevirerek pihtifgnasini sglamaktir. D@umu izleyen ilk birka¢ giin icinde en
yuksek seviyede olan rennin salgisi, zamanla azalarak, siutin spriitiasi
gorevini pepsin enzimine devretmekte, bir siire sonra da yerini tamamen pepsine
birakmaktadir [42]. Rennin pepsin benzeri proteazdir. Memeli hayvanlarin
midesinden ilk c¢ikg sekli inaktif formu prorenninseklindedir. Sonrasinda pepsin
tarafindan ya da kendiinden otokatalitik olarak molekulgaligi 30.7 kDa olan

aktif rennin formuna doniinektedir [10]. Rennin fenilalanin ve metiyonin arasindaki
peptid b&na 0Ozgunlik gosterir. Bu reaksiyon site uygulgmdia kazeinin
hidrofobik (para kazein) ve hidrofilik (asidik glikopeptid) gruplari arasindaki ba
sazlayan fenilalanin ve metiyonin Bakirilir. Uriin olarak ¢éziinmeyen para kazein

ve C-terminal glikopeptid okwr. Bu reaksiyonu ile rennin sit endustrisinde ve

peynir Uretiminde kullanilir [10,43].

Proteaz kaynaklarinin Ug¢inct grubunu mikrobiyal proteazlagtushnaktadir.
Bitkisel ve hayvansal kaynakli proteaz eldesinde sikgrlan uygun iklim
kosullarinin sg&lanmasi ve Ulkelerin hayvancilik ile ilgili politikalarina oaolili g
gibi dezavantajlar mikrobiyal kaynakl proteaz eldesine ilgiyi artgtimiDunya
capindaki enzim satnin yaklgik %40’'ini mikrobiyal proteazlar giamaktadir. Bu
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enzimler deterjan, gida, ilag, deri, atiklarin geri kazanimi ve gigati dongumu

gibi alanlarda kullaniimaktadir. Mikrobiyal kaynakli proteazlar sahip olduklari
karakteristik 6zelliklerinden dolay! biyoteknolojik uygulamalarda bitkisel ve
hayvansal kaynakli proteazlara tercih edilmektedirler. Mikrobiyal proteazlar;

bakteriyel, fungal ve viral proteazlar olarak ti¢ grupta incelenebilirler [10,11].

Bakteriyel proteazlar ticari olarak en ¢ok kullanilan proteaz sinifigtusimaktadir.
Bacillus cinsine ait organizmalar tarafindan Uretilirler. Bakteriyel notral proteazlar
pH 5-8 gibi dar bir aralkta aktiftirler ve termotoleranslari sikilr.
Reaksiyonlarindaki ara urinlerinden dolaylr gida protein hidrolizatlari hayvansal
proteazlarinkine oranla daha az acidir. Bu yuzden gida endustrisinde kullanim
alanlari oldukca gestir. Notraz yani nétral proteaz dal proteinaz inhibitorlerine
kargl hassas dgldir. Bu yuzden bira endustrisi icin oldukc¢a kullgindir. Bakteriyel
notral proteazlar hidrofobik amino asit ciftlerine garyiksek afiniteleri ile
karakterize edilirler. Dgilk termotoleranslari diik dereceli hidroliz ile gida
hidrolizatlarinin olgturulmasinda reaktivitelerinin kontroll icin avantaj sayilabilir.
Bazi nétral proteazlar aktivite gosterebilmeleri icin divalent metal iyonuna ihtiyag
duyarken; serin proteazlagelatlayici ajanlardan etkilenmemektedirler. Bakteriyel
alkalen proteazlar pH 10 gibi yuksek pH’larda gosterdikleri aktiviteleri ile
karakterize edilirler. Optimal sicakliklari 8Q civarindadir. Bu 6zellikleri bakteriyel

alkalen proteazlar deterjan endustrisi i¢in oldukca cekici kilmaktadir [10].

Fungal proteazlar bakteriyel proteazlardan daha kaknp@oteaz treten enzimlerdir.
Ornezin Aspergillus oryzaasidik, notral ve alkalen proteaz uretir. Asidik proteazla
daha cok fungal kaynaklidir [44]. Fungal proteazlar pH 4-10 gibi sgéin
spektrumda aktiftir ve gepibir substrat 6zgunfiti sergilemektedir. Ancak sicagh

kargi toleranslar bakteriyel enzimlerden dahasitkitir. Fungal enzimler kati hal
fermentasyon prosesi ile Uretilirler. Fungal asidik proteazlarin optimum pH’si 4-4.5
arasinda olup; pH 2.5-6 arasinda karahi koruyabilmektedir. Ozellikle dar pH ve
sicaklik ©6zgunliklerinden dolayr peynir Uretiminde kuldir. Fungal notral
proteazlar pH 7'de aktif olan metaloproteazlar olduklarindalatlayici ajanlar

varhginda inhibe olurlar. Bu enzimler protein hidrolizatlarinin  gamlin
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giderilmesinde kullanilirlar. Fungal alkalen proteaz ayni zamanda gida protein
modifikasyonunda da kullanilabilir [10].

Viral proteazlar AIDS ve kanser gibi o6lumcil hastaliklara yol acan virls
proteinlerinin Gzerindeki etkilerinden dolayl 6nenqitaaktadirlar. Cstli virlislerde
serin, aspartik ve sistein peptidazlar bulunmaktadir. Tium bu virGtik peptidazlar
endopeptidazdirlar, metaloproteaz gildirler. Arastirmalar daha c¢ok viral
proteazlarin U¢ boyutlu yapilari ve sentetik inhibitorleri ile egkideri tzerine
odaklanmgtir [10,45].

Proteazlar dgada geni bir yelpazede bulunmalarinagraen mikrobiyal kaynakli
olanlar mikroorganizmalarin hizli Gremelerinden, kiltivasyon ortamlari icin ortam
kosullarinin kontrol edilebilmesinden ve genetik olarak manipule edilepitidien

dolay! enzim Uretiminde dahaan kullaniimaktadirlar.

2.2.1.2 Aktif bolgelerindeki fonksiyonel gruplarina gore proteazlar

Proteazlar aktif bolgelerindeki fonksiyonel gruplaraglbaolarak serin proteaz,
aspartil proteaz, sistein proteaz ve metaloproteaz olmak Uzere dort gruba ayrilr.
Aktivitesi icin ATP ihtiyaci olan ATP-bamli proteaz gibi cok az proteazlar standart
siniflandirmaya dahil olmazlar. Bu tir proteazlar farkli bir aile olarak
siniflandirtlirlar [10].

Geng capl calgilan ilk enzimler serin proteazlar (EC 3.4.21) grubuna dahil olan
enzimlerdir. Serin proteazlar aktif bolgelerindeki serin grubu ile karakterize edilirler.
Tripsin gibi; bu grup enzimler sindirim enzimleri olarak rol oynar. Oncul proteinlerin
proteolitik aktivasyonu icin regulator rol oynamasi gibi énemli fonksiyonlari da
vardir. Regulasyona ornek olarak tripsinojenin enteropeptidazlar ile aktif tripsine
dontumua verilebilir [46]. Serin proteazlar virlsler, bakteriler ve Okaryotlarda
bulunur ve bunlarin y@amsal faaliyetleri icin buyik 6nemsta Serin proteazlar;
endopeptidazlar, ekzopeptidazlar, oligopeptidaz ve omegapeptidaz gruplarinda
bulunur. Serin proteazlarin en tipik inhibitor PMSFdir (fenilmetilstlfonilflordr).
Ancak DFP (di-izopropilflorofosfat), TLCK (tosil-L-lizinkloro metil keton) 3,4-DCI
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(3,4-dikloroizokumarin) gibi inhibitérler vagiinda da tersinmez olarak inhibisyona
ugrarlar. Genelde notral ve alkalen pHgdderinde aktiftirler ve pH 7-11 arginda
optimum aktivite gosterirler. Genibir substrat 6zglunfine sahiptirler. Molekdl

agiliklar 18-35 kD, izoelektrik noktalari pH 4-7 arasindadir.

Serin alkalen proteazlar serin proteazlarin en sgatti grubunu temsil ederler.
Yuksek alkalen pH'da aktivite gosterirler. Bakteri, maya, mantar ve kiflerden elde
edilirler. DFP ya da patates proteaz inhibitorii tarafindan inhibe olurken, TPCK
(tosil-L-fenilalaninkloro metil keton) ve TLCK tarafindan inhibe olmazlar. Substrat
O0zgunlukleri dger serin proteazlar ile aynidir. Pepticsima tirozin, fenilalanin ya da
|6sinin karbonil karbonu tarafindan hidrolizlerler. Moleki@iraklari 15-30 kDa

olup, izoelektrik noktalari pH 9 civarindadir [10].

Serin proetazlarin katalitik triadini ti¢ amino asit kalintisgtalur. Serin (ntkleofil),
aspartat (elektrofil) ve histidin (baz). Bu kalintilarin geometrik oryantasyonu
birbirine benzer olsa da proteinlerin katlanmalari birbirinden farkligldagin farkli
enzimlerde tamamen farkli yerlerde konumlagiandir. Bu katalitik triada sahip dort
farkl serin proteaz grubu tanimlangmi: kimotripsin benzeri proteazlar, subtilisin
benzeri proteazlar, karboksipeptidaz Y ve Clp proteaz. Son yillarda Ser-His-Glu, Ser-
Lys-His, His-Ser-His katalitik triadina sahip serin proteazlar ddekémistir [46-

48].

Kimotripsin benzeri proteazlar 240’in Uzerinde bilinen proteaz sayisi gaddoen
fazla miktarda bulunan serin proteaz sinifinistltmaktadir [47]. Kimotripsin
ailesine Uye olan proteazlar (tripsin, kimotripsin ve elastaz); her biri alti antigaralel
zincirinden olygmus biribirine dikey iki B-plakasindan ve C-terminak-heliks
yapisindan olgmustur. Katalitik bdlge ve substrat Hlama bdolgeleri ile enzim
substrat etkilgmleri B-plakalar1 arasinda yer almaktadir. Fonksiyonel kalintilar daha
cok B zincirleri ile balantili ilmeklerde (loop) konumlangiardir [47,49]. Sekil
2.6'da kimotripsinin sekonder vyapilarini goésteren konformasyonel yapisi

verilmektedir.
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Sekil 2. 6: Kimotripsinin eheliks ve B tabakalarini gosteren ikincil yapisi [47]

Kimotripsinin ve kimotripsin benzeri enzimlerin Ser 195, Asp 102 ve His 57'den
olusan katalitik triadi geni bir hidrojen b& aginin bir parcasidirSekil 2.7'de
katalitik triaddaki hidrojen b#ari verilmisti. A-1, A-2 ve A-3 kimotripsinin
katalitik triadini gostermektedir. Katalitik triaddaki hidrojen gbaagl protein
inhibitord eglin C (A-1), acil enzim ara urinu (A-2) ve getialinde olgan
trifloroketon kompleksi (A-3) ile gosterilrgtir. Noktali cizgiler olgan hidrojen
baglarini gostermektedir. His 57 ve Asp 102 pozisyonundaki hidrojeflaba
karboksilat grubunun ofturdugu hidrojen b&ina gére syn oryantasyonunda bulunur

ki bu durumda hidrojen Igari daha bazik elektron ciftleri ile alur. Hemen hemen
tum kimotripsin benzeri proteazlarda Ser 214 kalintisinin —OH grubu Asp 102
kalintisinin O81 atomu ile hidrojen @aolusturur. Literatirde gecen birtakim
yayinlarda g6z ardi edilse bile Ser 214 kalintisi katalitik triadin dordinct elemani
olarak dgunulebilir. Sekil 2. 7 B His 57 kalintisi Gizerindeki yuk glaminda G1-H
baginin etkisini gbstermektedir. Hidrojen giayoklugunda pozitif yik N1 Gzerinde

yer alacaktir ki bu durumda stabilizasyon Asp 102 tarafindan gegtiektesktedir.
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Sekil 2. 7: Katalitik triaddaki hidrojen Igtari [47]
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Sekil 2.6'da gorulen oksianyon cukuru; Gly 193 ve Ser 195 kalintilari arasinda
olusmaktadir. Bu atomlar pozitif yik cebi glurarak peptid bandaki karbonil
grubunu aktive ederler ve tetrahedral ara Urininin negatif yukli oksianyonunu

stabilize ederler [47].

Proteazlar peptid Igani hidrolizlerken ¢ sorunu kari ile ¢ozebilmektedirler: a)
amid nitrojeninin karbonil grubuna elektron transferi ile ¢cok stabil amigl ba
olusmaktadir. Proteazlar genellikle genel asit-baz mekanizmasi ile pegidirba
rezonans stabilizasyonunu bozarak katalitik etki gosterirler, b) Su zayif bir
nakleofildir, proteazlar genel baz mekanizmasi ile suyu aktive ederler, ¢c) Aminler
zayif cikici gruplardir, proteazlar amin grubunu yapidan ayrilmadan dnce protonize
ederler. Bu Uc¢ bdik icin proteazlar oldukc¢a Rarili bir performans sergilerler. Serin
proteazlar ile peptid Banin hidroliz hizi katalizlenmemibir reaksiyonunkinden

10" kat daha hizli gercekfie. Kataliz mekanizmasi peptid hidrolizi ile
sinirlandiriilmamalidir. Serin proteazlar ayni zamanda anilid, amid, ester ve tiyoester
iceren baka bilssikleri de hidrolizleyebilmektedirlerSekil 2.8 kimotripsin benzeri
serin proteazlar icin genel kabul edilen mekanizmay1 gostermektedir. Reaksiyonun
yarl acilasyon kisminda Ser 195; His 57'nin genel baz gibi davranmasi ve Ser
195'nin nukleofil gicini arttirmasina yardimci olmasi ile birlikte peptid substratinin
karbonil grubuna saldirir. O§an His 57-H Asp 102 ile hidrojen ka olusturarak
stabilize olur. Tetrahedral ara drtnu ile @no oksianyon; oksianyon cukurundaki
ana zincirin NH gruplari ile etkilgerek stabilize olur. His 57-Fhin genel asit gibi
davranmasi sonucu ¢ikici grup yapidan ayrilir, tetrahedral ara trint yikilir ve acil-
enzim ara UriniU ofur. Bu gamadan sonraki deacilasyon yari reaksiygngekilde
tekrarlanir: His 57’nin yardimi ile su acil enzime saldirir, ikinci tetrahedral ara Griint
olusur. Olwan ara Uriin Ser 195 ve karboksilik asite yikilir. Yapi; serbest enzim ve
arin olarak ayrilir. Gercelden reaksiyonda [garin ve yuk dgihimlarinin

degismesi enzim-substrat etkgienini guclendirmektedir [47].
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Sekil 2. 8: Serin proteazlar icin genel kabul edilen mekanizma [47]

Subtilizin benzeri proteazlar (subtilazlar) buyik olciBicillus turleri tarafindan
uretilirler. Bir¢cok Bacillus subtilazinin gen yapilarn ve dizilimleri ve U¢ boyutlu
yapilarn calgilmis olmasina rgmen hicre di subtilisin benzer proteazlarin
fonksiyonel roll ve biyosentezdeki regilasyon mekanizmasi ucu acik sorulardandir

Subtilizin benzeri proteazlar ile kimotripsin benzeri proteazlarin katalitik histidin,
serin ve aspartat kalintilarinin dizenlenmesi birbirine ¢ok benzer olmagmanra
B/B (kimotripsin) a/p (subtilisin) katlanmalarinda ciddi farkhliklar bulunmaktadir.
Sekil 2.9'da subtilazlarin katalitik triadlari ile ve N-terminal ve C-terminal uclari ile

birlikte ikincil yapisiningematik gosterimi verilnstir. Gosterimden—heliks yapilari
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spiral sekli ile, p—plakalari ise oklar ile gosterilgtir. Subtilazlarin buyik bir
cogunlugu pre-pro-enzim olarak sentezlenmektedir. Pro-peptinioa kirilmasi ile
aktif hale gelmektedirler [51].

Sekil 2. 9: Subtilazlarin ikincil yapisiniregnatik gosterimi [51]

Subtilazlarin katalitik triadini Ser 221 (nukleofil), His 64 (baz), Asp 32 (elektrofil)
olusturmaktadir Sekil 2.10.A subtilisinin katalitik bolgesinin oligopeptid substrati ile
etkilesimini gostermektedir. Kalintilarin birbirine olan mesafesi oksianyon ¢ukurunu
olusturmaktadir. Subtilisindeki oksianyon c¢ukuru enzimin yan zinciri ile
olusmaktadir. Sekil 2.10.B ise serin proteazlarin Michael Menten Kkinetik
parametreleri ile birlikte genel kinetik kataliz mekanizmasini gostermektedir. Kinetik
parametreler farkl proteazlar ve substratlarla farkeder almaktadir. Ser 221 ve
His 64 kalintilarinin alanin kalintisi ile gigtirilmesi ile ke deseri 10°~1C° kat
azalmaktadir. Her iki kalintisinin ayni andaigmesi ile gorilen 10kat azalma; iki
katalitik Uyenin katalizin gercekjeesi hususunda birbiri ile ileri derecedeiili gi
icinde old@gunu gostermektedir. Her iki komponentin mutasyonu ile aktivitede
blyuk oranlarda azalma gorilgtir [46].
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Sekil 2. 10: Subtilisinin protein hidrolizine gkin katalitik ve kinetik etki mekanizmasi [46]

Aspartil proteazlar (EC 3 4 23) asidik proteazlar olarak da bilinen, endoproteaz
ailesine ait, hedef substrattaki spesifik peptigibakatalizleme yeterigne sahip
proteolitik enzimlerdir [52]. Bitki, bitki virtsleri ve retrovirislerde bulunurlar.
Asidik proteazlarin dgada bulunabilirigi serin proteazlardan daha azdir. Aspartil
proteazlar katalitik bolgesinde bulunan ve katalizi gergtikém iki adet aspartil
kalintisi ile karakterize edilirler. Bu proteazlar katalitik aktivitelerine gore ¢ alt
sinifa ayrilirlar. Bunlar pepsin (Al), retropepsin (A2) ve pararetrovirislerden (A3)
elde edilen tirlerdir [53]. Aspartil proteazlar pH 3—4 civarinda aktivite gdsterirler.
Pepstatin tarafindan inhibe olurlar. pH 3—-4.5 arasinda izoelektrik noktasina sahip
olup molekul @rrhklari 30—-45 kDa arasinda gigmektedir. Aspartil proteazlarin

proteinleri hidrolizleme mekanizmasi icin genel asit — baz mekanizmasi 6ggrilmi
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Bu mekanizmada su; reaksiyona direk katiimaktadir [$@kil 2.11'de aspartil

proteazlar icin 6ngorulen katalitik etki mekanizmasi vegtmi

Sekil 2. 11: Aspartik proteazlar icin 6ngorilen katalitik mekanizma. D, T ve G farkli
pozisyonlarda bulunan aspartat kalintilarini ifade etmektedir [54]

Sistein proteazlar (EC 3 4 22) prokaryot ve okaryotlar tarafindan dretilirler. Bu tip
proteazlarin yakkak 20 alt sinifi tanimlanmngi bulunmaktadir [10]. Sistein
proteazlarin alti ana uUyesi papain ailesi, kalpainler, Kklostripainler, streptococcal
sistein proteazlar, viral sistein proteazlar, son zamanlarda tanimlanan kakpasaslar
(apopainler) olarak siniflandirilir [55]. Papain ailesine ait sistein proteazlarin aktif
bdlgesi Vseklinde olup, katalitik diadint Cys ve His kalintilari gilwrmaktadir.
Proteazlarin aktivitesi; katalitik diadin, CysHis™ zwitterion olmasi ile yurutulir

[56]. Papain ailesine ait sistein proteazlar peptid, amid, ester, tiyol ve tioester

baglarini hidrolizler. Mekanizmanin temel§é¢kil 2.12); kovalent bl acil-enzim
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ara urinu olgumu ve nihayetinde aktif bdlgedeki tiyol grubunun karbonil karbonuna
nikleofilik atggl ile sonlanmasina dayanir. Reaksiyonun ilk adiminda serbest enzim
ile substrat arasinda nonkovalent etiitderle Michael kompleksi okur. Enzimin
acilasyonu enzimden ilk driin olarakN®i, grubunun ayrilmasi ile gercekie
Sonraki adimda acil enzim ara urind su molekilu ile gtk ikinci Urini
olusturur (deacilasyon basaga Bu udrinun ayrilmasi ile serbest enzimin

rejenerasyonu gercekie[55].
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Sekil 2. 12: Sistein proteazlar icin 6ngdrulen katalitik mekanizma [57]

Sistein proteazlarin genellikle birkagi sghda optimum pH’larnn nétral pH'dir
(lizozomal proteazlar asidik pH’da maksimum aktivite gosterirler). Genellikle sistein
ve HCN gibi indirgeyici ajanlar vagiinda aktiftirler [10]. Papain benzeri bir¢ok
sistein proteazlar molekulgdigi 20—-35 kDa olan kal olarak kicik proteinlerdir.
Ancak katepsin C oligomerik enzim olup molekiglgsl 200 kDa'nun ustindedir.
Sistein proteazlarin inhibitdrlerinden en iyi karakterize edilenleri papain ailesine ait

olanlaridir. Bu inhibitdrler sistatin (cystatin) tst ailesine ait fitositatin (phytocsytatin)
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inhibitorlerdir. Sistatin ailesine ait olan inhibitérler papain ailesine ait sistein
proteazlarla siki ve tersinir §gapabilen inhibitorler icerirler [55].

Metaloproteazlar(3 4 24); aktiviteleri icin iki dgerlikli metal iyonuna gereksinim
duyarlar. Yaklailk 30 sinifi tanimlanmakla beraber; bunlarin 17’si yalnizca
endopeptidaz, 12'si yalnizca ekzopeptidaz, biri hem endopeptidaz hem de
ekzopeptidaz aktivitesi icermektediklevierine gore nétral, alkalemyxobacter |

ve Myxobacter Illolmak Uzere dort gruba ayrilirl&lkalen metaloproteazlar 34-60
kDa molekal @rhgina sahip olup, pH 7-9 arasinda aktiftirler [10].
Metaloproteazlarin g cinko b&mli proteinlerdir. Bu tur proteinlerde ¢inko
integral komponent gibi konumlanghir. Kristal yapilari bilinen tim c¢inko kga
enzimlerde katalitik ¢cinko atomu ¢ tane amino asit ve bir tane aktif su molekdline
baglanir. His, Glu, Asp ya da Cys kalintilari ile gturulan kombinasyon aktif ¢inko
bdlgesinde ug catalli (trident) bir yapi gurur ve aktif su molekuli koordinasyon
kUresini doldurarak tamamlar [58%ekil 2.13'te aktif bdlgesinde iki tane ¢inko
atomu iceren metaloproteazin katalitik bdlge yapsskil 2.14’'te metaloproteaz

sinifina dahil termolizinin alternatif reaksiyon mekanizmasi vestinib9].

Glu-151

Sekil 2. 13: Aeromanas proteoltica amino peptidazinin iki tane ¢inko igeren aktif bolge
yapisi
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Sekil 2. 14: Termolizinin alternatif reaksiyon mekanizmasi [59]

Metaloproteazlaringelat olgturan ajanlara kar diyaliz edildiklerinde inaktive
olurlar [10]. Metaloproteazlar; dokunun yeniden modellendirilmesi, peptid hormon
sinyalinin olgturulmasi ve kanser tedavisinde uygulanmasi gibi fizyolojik ve
patolojik proseslerde anahtar rol oynarlar. Bunu yani sira in vivo ortamda inaktif
zimojenlerin olgturulmasi ve endojen proteinlerle inhibisyon gibgitetranslasyon

sonrasi formlarin okumunun regilasyonunda rol alirlar [60].

2.2.1.3 Proteinleri hidrolizleme bicimlerine gore proteazlar

Proteazlar proteinleri  hidrolizleme bicimlerine gbére endopeptidazlar ve
ekzopeptidazlar olmak Uzere iki ana sinifa ayrilirlar (tablo 2.5). Ekzopeptidazlar
substratin C-terminal ya da N-terminal ucundan amino asit hidrolizini katalizlerler.
Endopeptidazlar substratin i¢c kismindaki peptigldranin hidrolizini katalizler.
Ekzopeptidazlar amino ucundan ya da karbonil ucundan katalizleyen tirlerine gore
alt siniflara aynlirlar. Aminopeptidazlar (AP) amino ucundaki ilk iki kalintiyi
katalizleyen enzimler dipeptidil peptidaz, l¢ kalintiyr katalizleyen enzimler
tripeptidil peptidaz olarak siniflandirilgniolup; karboksipeptidazlar (CP) kendi
aralarinda serin tip, metaloproteaz, sistein tip, dipeptidil dipeptidaz ve dipeptidaz
olarak alt siniflara ayrilmgtir. Omega peptidazlar ise terminal ucunda halkal yapi ya
da izopeptid bulunduran substratlarin hidrolizini katalizler. Substratin i¢c kismindaki
peptid bglarini hidrolizleyen endopeptidazlar kendi aralarinda serin, sistein aspartik

ve metaloproteaz gibi alt gruplara ayrihr [10, 61].
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Tablo 2. 5: Proteazlarin hidrolizleme bigimlerine gére siniflandiriimalari [10]

Proteaz Etki Bigimi EC no
Ekzopeptidazlar
Aminopeptidazlar (AP) YD OO 3.4.11
_ . _ v 3.4.14
Dipeptidil peptidazlar ®._.0.0.0__
Tripeptidil peptidazlar . .9 _*O OO .. 3.4.14
. . v 3.4.16 - 3.4.18
Karboksipeptidazlar (CP)  _.__. 0.0.0e
Serin tip proteaz 3.4.16
Metaloroteaz 3.4.17
Sistein tip proteaz 3.4.18
Dipeptidil dipeptidaz
0.0.0Ve . ® 3.4.15
Dipeptidaz eove 3.4.13
Omegapeptidaz «~ @YO .0 3.4.19
0-0-0ﬁ.-* 3.4.19
Endopeptidazlar O.0O -OHO JO0.0. 3.4.21-3.4.34
Serin proteaz 3.4.21
Sistein proteaz 3.4.22
Aspartik proteaz 3.4.23
Metaloproteaz 3.4.24
Katalitik mekanizmasi bilinmeyen 3.4.99

endopeptidazlar

AP’lar ve CP’lar hayvansal, bitkisel ya da mikroorganizma kaynakli olabilirler.
Bulunduklar1 kaynaklarda sinyal iletimi, peptid hormonlarinin regilasyonu, protein

baglanmasi ve sindirim gibi fizyolojik ve patofizyolojikleviere sahiptirler. 100’den
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fazla AP laktik asit bakterilerinden saftailmistir. Laktik asit bakterilerinden
karakterize edilmi CP bulunmamaktadir. AP ve CP’nin birgdr onemli kayng
memelilerdir. Ekzopepdidazlar gida endustrisinde siklikla kullanilirlar. Protein
hidrolizatlarinin  acifiinin  giderilmesinde ekzopeptidazlardan biyluk oranda
faydalaniimaktadir. Aci tat gida endustrisinde genel olarak istenmeyen bir durumdur.
Bircok L-amino asit (Arg, Pro, Leu, Phe, Trp ve lle) acl tada sahiptir. L-Ala ve L-Ser
ve D-amino asitlerin ggu ise tathdir. Peptidlerin ¢o aci tada sahiptir. Acilik;
hidrofobik kalintilardan 6zellikle de uzun zincirli ve aromatik amino asitlerden
kaynaklanmaktadir. Acgin giderilmesi icin bu kalintilarin yapidan uzatialmasi
gerekmektedir. AP’lerin buyidk @oinlugunun optimum pH’si nétral pH olup,
optimal sicakhklart 37-50 °C civarinda dlgnektedir. Bitkisel ve hayvansal
kaynakli bazi AP’ler 100 kD’dan daha blytk molekgiriklarina sahiptirler. CP’ler
optimum pH dgerleri 4-8.5 arasinda gsirken, optimal sicaklklari 25-80 °C
civarindadir. AP ve bazi dipeptidazlar mikromolar ve nanomolar konsantrasyondaki
bestatin  ([S-R,S]-N-(3-amino-2-hidroksil-1-okzo-4-fenilbitil)-L-16sin)  molekilu

tarafinda inhibe olmaktadirlar [61].

AP’ler genelde hucre ici enzimlerdir fakdtspergillus oryzadgarafindan Uretilen
hicre dgi AP ile ilgili bir calisma bulunmaktadir [10]. Bircok AP’ler c¢inko
metaloenzimlerdir. En ¢ok caillan AP 16sin aminopeptidazdir (LAP). LAP aktif
bolgesinde iki tane Z iyonu icermektedir. Losin gibi terminal hidrofobik amino
asit kalintisi iceren substratlara §ageni bir 6zgunlgi olmasina rgmen Arg, Lys

ya da Pro-N terminaline sahip substratlara karsi O0zgunhilduk¢a dguktur.
Memeliler tarafindan sentezlenen LAP ile prokaryotlardan sentezlenen LAP arasinda
yapisal olarak benzerlikler vardir. AP’lerin belirlenmesi icin yaygin olarak kullanilan
iki sentetik substrat grubu bulunmaktadir. Birinci grup substratlar p-nitroanilid amino
turevleridir. Bu substratlarin hidrolizi ile alan p-nitroanilin Grind san renkli olup
405 nm’de kuvvetli absorbans veriikinci grup substratla-naftilamid amino
turevleri olup hidrolizlendiklerinde florometrik olarak d&l¢ilef-naftilamin

olusturmaktadirlar [61].

Karboksipeptidazlar polipeptid zincirinin C-terminal ucuna etkiyerek bir amino asit

ya da dipeptid olgtururlar. CP’ler aktif bdlgelerindeki amino asit kalintilarina gére
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serin CP’ler, metalo CP’ler ve sistein CP’ler olmak uzere U¢ ana sinifa ayrilirlar.
Penicillium spp.,Sacchharomycespp. veAspergillusspp.’lardan izole edilen serin
CP’ler benzer substrat 6zgugline sahip olmakla birlikte optimum pH, kararlilik ve
molekuler &irhk gibi 6zelliklerinde farkhlik gdsterirlerSaccharomycespp. ve
Pseudomonaspp’den izole edilen metalo CP’ler aktiviteleri icin ZZrve Cd*
iyonlarina gereksinirler [10]. CP’leri belirlemek i¢in yaygin olarak N-karbobenzoksi
dipeptidleri kullanihr [61].

Endopeptidazlar polipeptid zincirinin N ve C terminal uglarindan uzak, daha i¢
bdlgelerdeki peptid Qdarina kagi 6zgunlik gostermeleri ile karakterize edilirler.
Serbest amino ya da karboksil uclarinin \arénzim aktivitesi Gizerinde negatif rol
oynar. Katalitik mekanizmasi bilinmeyen endopeptidazlara ait 21 aile belig@nmi
Bunlardan Endopeptidaz IV ailesi viral ve bakteriyel kaynakli olabilir. Bakteriyel
peptidazlar 6karyotik mikrozomal proteazlarlar ile homologlde, ancak dkaryotik
mitokondriyel peptidazlar ile benzerlikler icermektedir. Okaryotik mikrozomal
peptidazlar ¢oklu alt Gniteye (multisubunit) sahip proteinlerdir ve peptidaz aktivitesi
icin hangi komponentin dwpudan etkili oldgu bilinmemektedir. Multikatalitik
endopeptidaz kompleksleri birbiri ile benzer olmayan iki ya da daha fazla alt tnite
icermektedir. Bunlar, alt Gnitelerine ait U¢ ya da daha fazla peptidaz aktivitelerine
sahiptirler [62].

2.2.2 Proteazlarin endustrideki uygulama alanlari

Proteolitik enzimler, dier biyoteknolojik enzimler arasinda en geniicari
uygulamasi olan enzimlerdir. Deterjan, deri endustrisi, ila¢ endustrisi, tekstil
endustrisi, sut endustrisi uygulama alanlarinin buydk bir kismigtuohoaktadir.
Protein bazh kirlerin uzakfariimasi amaci ile en genkullanim alanini deterjan
endustrisi olgturmaktadir. Tekstil endustrisinde kullanimi ham ipek tzerindeki sert
ve yapskan kismin uzakkiirimasini kapsamakta olup daha yuadu ipek
ardnlerinin elde edilmesi gnmaktadir. Deri endistrisinde ise tly giderme
proseslerinde kullaniimaktadir. Xuni filmlerinden jelatin kaplamalarinin hidrolizi

ile Uzerindeki gumgiin geri kazanimi proteazlar ile gerceki@mektedir. Kontak—
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lenslerden proteinlerin uzaklariimasini sglayan enzim temizleyiciler biyofarmatik

arunler icinde dnemli bir yer tutmaktadir [5,6,10,20,63].

Gunumuzde deterjan endustrisinde kullanilan enzimlerin %89’unu subtilisinler
ve/veyaBacillus soyundan safklurilan proteazlar okturmaktadir. Deterjan proteazi
secimin de en 6nemli parametre enzimin pledalir. Deterjan ¢ozeltisinin pl geri
enzimin pl dgerine ne kadar yakin olursa o kadar iyi performans gdsterir. Ozellikle
yuksek sicaklik ve pH’larda biyuydacillus soylarindan tretilen proteaz enzimleri
deterjanlarda kullaniimaktadir, yuksek sicakliklara ¢ikildikga daha etkin yikama elde
edilebilmektedir [64].

Deri endustrisinde kil gidermeglémleri esnasinda kullanilan sulfid atiklarigdacin
oldukca zararhdir [65]. Deri endustrisi atiklarinin % 80-90"inigeemde kullanilan
sulfit atiklar olgturmaktadir [66]. Enzimlerin alternatif kimyasallara sar
kullaniimasi hem deri kalitesini arttirmakta hem de cevresel girblzaltmaktadir.
Proteazlar derideki nonkolojen kilnleri selektif olarak hidrolizler, ayni zamanda
albumin ve globin gibi globular proteinlerin de uzagklalmasini sglar. Bu adim
alkali ortamda gercekjé@riimektedir. Mikrobiyal alkalen proteazlarin bu adimda
kullaniimasi ile sireden ve kimyasallardan olduk¢ca fazla kazanimlar elde

edilmektedir.

Sut endustrisinin  temel uygulamasini peynir Uretimi stolomaktadir. Stin
pihtilgmasini sglayan enzimler U¢ kategoride toplanmaktadir: (i) hayvansal
rennetler (kimosin), (ii) mikrobiyal sut pihtgkaricilar, (iii) genetik olarak dgsime
ugratilmis kimosin. Peynir yapiminda proteazlarin ana fonksiyonu spesifik peptid
baglarini (Phe 105, Met 106 arasindaki glze) hidrolizleyerek p-kazein ve
makropeptid olgturmaktir. Kimosin bu amacla kazeine fayiiksek 6zgunlgiinden
dolay! peynir yapiminda oldukca iyi bir performans sergilemektedir. Ginimuzde ise
peynir yapimi icin rekombinant kimosinler Uretilmektedir [10]. Rennet aktivitesi ile
kazein sitte pihtitar ve sut bilgenleri kati faz ve sivi faz olarak iki kisma ayrilir.
Kati faz lor peyniri olarak ayrilir ve sonrasinda olgghitena enzimleri olan

proteazlarla muamele edilerek olgumias peynir elde edilir. Peynir yapiminda saf
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kimosinin farkli kargimlar ile sgir pepsini ve mikrobiyal rennin enzimleri gibi

farkli rennin preparatlari kullanihr[3,10].

Unlu gidalarda proteazlar; gluten olarak adlandirilan ¢6zinmeyen proteinleri
modifiye etmek icin kullanilir Aspergillus oryzaden saflatirlan endo ve ekzo
peptidazlar gluteni sinirl proteoliz ile modifiye ederler [10]. Hamur hazirlanmasi
sirasinda gluten proteinleri su ile goayaparak ince kafes (lattice) yapisini
olustururlar. Proteazlar gluten proteinin gharini kirarak olgan yapiyl daha
thmlastirirlar.  Boylelikle hamurun direnci azalir ve gev. Hamur, mayanin
fermentasyonu esnasinda @gicikan C@nin geckine izin verecek yumygaklikta
olmahdir. Gluten; gliadin ve glutenin olarak iki farkli protein yapisinda bulunur.
Farkli proteazlarla katalizlenen reaksiyonlarin, bu proteinlerin modifikasyonlari
Uzerinde tamamen farkl etkileri bulunmaktadir. Fungal proteazlar nétral ya da zayif
asidik pH'da optimum aktivite gosterirler. Gluteni spesifik olarak hidrolizlerler.
Hidrolizin balangicinda secimli olarak Bakiriimasi gerceklgr. Notral bakteriyel
proteazlar ise non-spesifik olarak go&irinimi gerceklgtirip, glutenin tamamen
hidrolizine sebep olur. Bu yizden enzim preparatlari yapilacak uygulamgitekni
gore secilmelidir [3].

Soya fasulyesi zengin icerikli proteinlerinden dolayi gida endustrisi icin zengin bir
kaynak olgturmaktadir. Soya sosu ve soya Urinleri eldesinde proteazlar ¢ok eski
¢aglardan beri kullanilmaktadir. Soya sosu splumada fungal alkalen ve notral
proteazlar en c¢ok kullanilan enzimlerdir. Soya proteinlerinin  proteolitik
modifikasyonu fonksiyonel 06zelliklerini arttirmaya yardimci olmaktadir. Soya
proteinlerinin pH 8’de alkalaz ile muamelesi ile daha az aci olan yiuksek ¢ozienurli
sahip protein hidrolizatlarinin alJumu sglanir. Olsan hidrolizatlar birgok amag

icin gida endustrisinde ve sert olamayan iceceklerde kullaniimaktadirlar.

Aspartam tatlandirici olarak gida ve ilag endustrisinde kullaniimaktadir. L-aspartik
asit ve L-fenil alanin metil esterinin bigieni olan bir dipeptiddir.iki amino asidin

L-konfiglrasyonu aspartamin tath tadindan sorumludur. Aspartamin kimyasal
metodlarla Uretilmesi oldukca maliyetli bir prosestir. Bu yluzden enzimatik sentez

tercih edilmektedir. Proteazlar hidrolitik enzimler olmasinaman kinetik kontrolli
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reaksiyonlarda tersinir reaksiyonlart da katalizleyebilmektedirl@acillus
thermoprotyolticustarafindan Uretilen termolizin aspartamin enzimatik sentezinde

kullaniimaktadir.

Protein hidrolizatlarinin aci tadi gida veglsla bakim drtnlerinde kullanimlarina
buydk bir engel olgturmaktadir. Acilgin yosunlugu hidrolizat igindeki hidrofobik
amino asitlerin sayisiyla orantilidir. Peptid merkezindeki prolin kalintilariningvarli
da acilga katkida bulunur. Prolin ve hidrofobik amino asitleri ayirabilen peptidazlar;
protein hidrolizatlarinin  acginin  giderilmesinde  kullanilir.  Laktik  asit
bakterilerinden elde edilen aminopeptidazlar Debitrase ticari adi altinda mevcuttur.
Karboksipeptidaz A hidrofobik amino asitlere yiiksek spesifisiteye sahiguwidan
acilik giderme icin blyuk bir potansiyele sahiptir. Proteazlarinsggoesifisitesi ve
cesitlili gi tedavi edici ajanlarin geiminde buylk bir avantaj olarak kullanilir.
Subtilisin ya da kollegenaz yanik ve yara tedavisinde antibiyotiklerle birlikte
kullanitlir. E .coliden izole edilen Asparaginaz lemfositik I6semilerinsitie

formlarinda kan akindan asparagini elimine etmek icin kullaniimaktadir [10].

Proteazlarin peptid sentezinde kullanimi olduk¢ca yaygindir. Peptid sentezinde
proteazlarin kullaniminin kimyasal metotlaraskadir¢ok tstunlgu bulunmaktadir.
Bunlar: stereospesifik Urin @lumu, non-polar substratlarin ¢6zungiiain
artmasli, termodinamik dengenin hidrolizden sentez yonine kaygei&tinde
siralanabilir. Bu uygulamada en buyuk sinirlama enzimlerin susuz ortamda
aktivitelerini  kaybetmeleridir. Proteazlar dipeptid ve tripeptid sentezinde
regioselektif seker esterifikasyonunda ve peptid esterlerinin dia-steroselektif
hidrolizlerinde baari ile kullaniimaktadirlar. Peptid sentezinde ve rasemik
karisimlarin ayrilmasinda alkalen proteazlarin kullagldgok sayida yayin rapor
edildigi bildirilmi stir [11]. Organik ¢ozlculer proteaz aktivitelerini gucli kakilde
etkilemektedirlero—kimotripsin ve subtilisin Carlsberg’in kullanifgipeptid sentezi

reaksiyonlari bgari ile gerceklgtirilmi stir.
Alkalen proteazlar Xsini ya da fotgraf filmlerden gumg geri kazaniminda

kullaniimaktadir. Atik filmlerin jelatin tabakalariningm@iklarinin  %21.5-2’sini

gumis olusturmaktadir. Gumg) jelatin ile b& yapabildginden proteolitik
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uygulamalarla geri kazanilabilmektedir. Jelatinin enzimatik hidrolizi ile sadece
gums geri kazanilmy olmaz ayni zamanda polyester filmlerin de geri ganii

sglanms olur.

Proteazlarin bir b&ka uygulama alani ipek endustrisidir. Serisin; hangiipéoplam
agirhginin % 25’ini olyturan, ham ipek iplikleri kaplayan ve ipliklerin purtzli bir
yaplya sahip olmalarina sebep olan ykam bir maddedir. Serisin ipliklerden
konvensiyonel olarak gasta kullanilarak uzaldarilir. Ancak bu yontem oldukca
maliyetlidir. Bu sleme alternatif yontem proteazlarin uygulanmasidir. Proteazlar ile

serisinin uzaklgtirimasi maliyeti veglem suresi azaltmaktadir [11].

Alkalen proteazlar D ve L-amino asitlerin sentezinde ve ayrilmasinda da
kullaniimaktadirlar. Amino asitler insanlar ve evcil hayvanlar igin temel beslenme
Ogesidir. Canlilar sadece L-amino asitleri sindirebilmektedirler ve amino asitlerin
kimyasal sentezi ile de rasemik kamlar olwtugu icin ticari olarak bu rasemik
karisimlarin ayrilmasi biyiuk dnemstanaktadir. Dgik molektl &irlikli (6.8 kDa)

C. coronatugdan saflatirllan alkalen proteaz D,L-fenil alanin ve D,L-fenil glisin
rasemik kagimlarini baari ile ayirabilmektedir. Subtilisin carlsberg ile de ayni
uygulama gercekitirilebilmektedir. N-korunmg amino asit esterlerinin organik
¢cbzlcu icinde kinetik olarak ayrilmasi organik c6ziclu gartla stabil olan
endustriyel alkalen proteaz ‘Alkalaz’ ile @anmstir. Bu enzimB. licheniformi&e

izole edilmi olup, subtilisin carlsberg sinifinin ana tyesidir. Endistriyel ve medikal
uygulamalarinin  yani sira proteazlar temel stanmalarda da ©onemli rol
oynamaktadirlar. Peptid payikimina kagi 6zgunltklerinden dolayi yapi—fonksiyon
iliskisi ve proteinlerin amino asit dizleri ile ilgili calismalarda da
kullaniimaktadirlar [10].

2.2.3 Proteazlarin fizyolojik islevleri

Proteazlarin c¢ok geni karmaik fizyolojik fonksiyonlari  bulunmaktadir.
Bulunduklari organizmada Ustlendikleri regulator gorevi ile hayati onemlaia

Protein katabolizmasi, kanin pihgtialmasi, hicre buydmesi ve goc¢u, doku
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dizenlenmesi ve zimojenlerin aktivasyonu, oncul proteinlerden hormonlarin ve
farmokolojik olarak aktif peptidlerin ayrilmasi proteinlerin membranlardansigeci
sgilamak gibi bir cok fizyolojik ve patolojik proseslerde cok ©6nemli rolleri
bulunmaktadir. Genelde; hiicresidproteazlar hiicre absorbsiyonunglaanak amaci

ile buyuk protein molekullerinin hidrolizini garlar. Hicre ic¢i proteazlar
metabolizmanin didzenlenmesinde rol alirlar. Tim bu reaksiyonlari yaninda
proteazlarin mekanizmasi ile ilgili cok sinirli bilgiler bulunmaktadir. sAranalar
daha cok proteazlarin metabolik yoninegmoyonlenmg durumdadir. Proteazlarin

rol aldigl ana aktiviteler gagida tanimlanngtir [10].

Tam canli hicrelerde 6nemli reaksiyonlardan biri reaksiyon sirasindaki dengeye
ragmen proteinlerin sentez ve yikiminin suregldir. Proteinlerin katabolizmasi ile

olusan amino asitler protein sentezi i¢cin 6ncil molekullerstitmaktadir [10].

Bakterilerde spor, mayalarda askospor ve funguslarda konidialiimogtcli protein
yikimlarini (protein turnover) icerir. Spoglaa icin bir proteazin gereki@i proteaz
inhibitdrleri kullanilarak kanitlanmtir. Maya diploidlerinde askospor glumunun
proteaz A aktivitesinin artmasi ilegkili oldugu gdosterilmgtir [10].

Tohumlgma icin cansiz sporlarin almmamasi gerekmektedir. Cansiz sporlardaki
proteinlerin serin endopeptidazlar ile yikimi ile yeni proteinlerin ve nukleotidlerin
biyosentezi i¢cin yeni amino asit turevlerinin ghmunu sglamaktadir. Bu proteazlar
sadece depolangi proteinlere kan spesifik olup, dier spor proteinlerini
etkilememektedir. Bu enzimlerin aktiviteleri sporlarin spionu ile hizh birsekilde

yok olur. Hicre dy asit proteazlarin tohumlanma esnasinda hicre duvarindaki

polipeptid zincirlerini kirdgl disintlmektedir [10].

Protein hormonlarinin  ofumu ve kanin pihtikirimasi gibi fizyolojik

regulasyonlarda enzimlerin zimojenik formlarinin aktive edilmesi énemli bir adimi
olusturmaktadir. Pepsin, tripsin ve kimotripsin inaktif zimojenik formlar ile
sentezlenirken; proteazlar ile aktive olmaktadirlar. Enzimlerin proteolitik

inaktivasyonlari in vivo ortamda Kkatalitik aktivitelerini ve fizyolojik 6nemini
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tersinmez olarak kaybetmelerine neden olmaktadir. Fizyolojskllerin desismesi
ile inaktive olan enzimler bilinmektedir [10].

Proteazlar polipeptidleri daha kicuk peptidlere ve amino asitlere parcalayarak hiicre
tarafindan  absorbsiyonunu  kolaglamaktadirlar.  Hicre &1 enzimler
depolimerizasyon aktiviteleri ile hiicre beslenmesi icin temel roli Ustlenmektedir.
Memelilerde bu enzimler pankreas tarafindan salgilanmaktasaengal etkinlik icin

gerekli amino asit ve besin glumunu sg@lamaktadir [10].

Proteazlar ile gen ekspresyonunun modilasyonu da geyipelklesktedir. Bacillus
thuringiensisRNA polimerazinB alt tnitesinin transkripsiyonel ézgunluklerindeki

degisim onun proteolitik modifikasyonu ile geantilidir [10].

2.2.4 Alkalen Proteazlar

Alkalen proteazlarin optimum pH’si 9-11 arasindgigwekle beraber 11.5, 11-12,
12.3 ve 12-13 gibi ektrem pH af@ha sahip birka¢c proteaz da rapor edshini
Yuksek izoelektrik noktalarina sahip olup, 6—12 gibi pH araliklarinda kararliliklarini
koruyabilmektedirler. Optimum sicakliklari 50-70 °C arasinda&isdeektedir.
Bacillus sp., Streptomycessp. ve Thermussp.’den izole edilen alkalen proteaz
enzimleri yilksek sicakliklarda stabil olmakla berabet Ganu isil kararhliklarini
arttirmaktadir [5].

Alkalen proteazlarin molekilgarliklari 15-30 kDa arasinda gigmektedir. Ancak
31.6, 33, 36 ve 45 kDazaliklarina sahip az sayida alkalen proteaz enzimleri rapor
edilmistir. [5].

Alkalen proteazlar maksimum aktivite icin BaMg™ ve Mn *? gibi divalent
katyonlara ihtiya¢c duyar. Bu katyonlar ayni zamaBgeillus alkalen proteazlarin
termal stabilizasyonunu da gamaktadir. Bu katyonlarla yuksek sicakliklarda

enzimin aktif konformasyonunun korungludistintlmektedir [5].
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Alkalen proteazlar sentetik substratlara skanativ proteinlere benzer 6zgunluk
gosterse bile reaksiyon hizlar farkhliklar gostermektedir. Alkalen proteazlar ve/veya
subtilsinler kazeine kar hemoglobin ya da gir serum albumine olandan daha fazla
aktivite gostermektedirler. Alkalen proteazlar tirozin, fenil alanin, gibi hidrofobik ya
da aromatik amino asitlere 6zgunluk gosterdikleri gibi karboksil ugta bulunan 16sin
kalintisina de 6zgiinlilk gdstermektedirsiilinin substrat oldiu durumlarda Git

His®, Sef-His'®, Leu™-Tyr'® -Phé&>Tyr®®, Tyr®-Thr*’ baslari hidrolizlenmektedir

[5].

Bacillus turlerinden saflgtirilan alkalen elastaz elastin ile birlikte suksinil Afa
nitroanilid gibi elastaz spesifik substratlari da katalizlemektedir. Bu enzim elastinde
bulunan alanin gibi alifatik amino asitlere 6zgunlik gdstermektedir. Elastolizin
elastazin pozitif yukli kalintilari ile elastinin negatif yukli kalintilari arasinda
elektrostatik  etkilgimlerle  enzim-substrat kompleksi glumu  baladig
disunulmektedir [5].

Keratinde bulunan disulfid &ar proteinin konformasyonel yapisinin ghmu igin

¢cok dnemlidir ancak proteolitik degredasyonu 0Onleyici bir unsurdur. Herhangi bir
kerationilik enzimin disulfid bglarini nasil redikledi hala agiklanabilngi degildir.

Ancak ditiyoteritrol (DTT) ve tiyoglikolik asit gibi indirgeyen ajanlarin kullanimi
kertinde bulunan disulfid Igarini  redikleyerek enzimatik degredasyonu
kolaylastirmaktadir. Bacillus sp. no AH-101'den saftairilan termostabil alkalen
proteaz %1'lik tiyoglikolik asit varfiinda pH 12'de ve 70 °C sicaklikta keratinoilik
aktivite gostererek insan sacinda bulunan keratini hidrolizleyebilmekte ve sa¢ 1 saat
icinde c¢ozinebilmektedirStreptomycesp.’den saflgtirilan alkalen proteaz icinde

DTT varliginda benzer durum rapor ediktir [5].

2.2.5 Organik ¢ozicl ortaminda biyokataliz

Enzimlerin pratik katalizor olma oOzellikleri iyi bilinmektedir. Ozellikle,
enantiyosafliktakifarmasotiklere yonelen talebin artmasinglbalarak asimetrik

sentetik dongiimlerde enzimlerden artarsekilde faydalaniimaktadir. Fakat
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enzimlerin kullaniminin kendi gal sulu reaksiyon ortami ile sinirh olmasinalba
olarak, endustriyel biyo doégiumlerle ve 6zellikle de bir takim 6zelliklere sahip
kimyasallarin ve polimerlerin Gretimi ile ilgili kullanimlar g# nedenlerle
sinirhdir. Pek cok benzer bgi& suda ¢céziinmeyip, istenmeyen yan reaksiyonlara da
neden olmaktadir. @o prosesin sudaki termodinamik dengesi ebsezdir ve bazen

bu ortamdan drtn eldesi zordur. Prensip olarak, pek ¢ok durumda reaksiyon ortami
olarak sudan organik ¢cozlici ortamina gecilerek bu tarz problemlerin Ustesinden
gelinebilir. ilk baksta, bu reaksiyon ortami ggikligi enzimlerin ve dier
proteinlerin organik cozuiculer icinde denature olduklarini kabul eden geleneksel
distinceye gore imkansiz gérinmektedir. shiiilenin aksine molekuler lubrikant
olarak calgan suyun yoklgunda enzimlerin yapisi c¢ok rijittir. Sulu organik
karisimlarda protein molekdllerinin denature olmailieni ve bunun icin yeterli
esneklge sahip olmalarina gadir. Kuru ¢dztcilerde protein katlanmasinin acgiimasi
(unfolding) egilimi kuvvetlidir fakat bunun igin gerekli esneme kabiliyeti eksiktir. Bu
nedenle, kristal halindeki gidli enzimler esasen susuz organik ¢odzuculerin icinde

dahi dgal yapilarini korurlar [67].

Enzimlerin yuksek katalitik aktiviteye ve substrat 6zgiflie sahip olmalari onlari
organik sentezde kullanim agisindan cekici kilar. Fakat bu alanda enzimlerin
kullanimi ¢ok kisithidir, ¢ciinkdi enzimlerin sadece su acgisindan zengin ortamda etkin
olduklarina inanilir. Oysa konvansiyonel sulu ortamasikarganik ¢oztcli ortami

kullanimi teknolojik agidan birgok avantajsar:

a) Nonpolar substrat ¢c6zunuga artar,

b) Termodinamik denge; hidroliz reaksiyonu yerine ester, peptid, lakton gibi
molekullerin sentezlenmesi reaksiyonlarina kayar,

c) Kinonlarin polimerizasyonu ya da asit anhidritlerin hidrolizi gibi suygirna
bazi yan reaksiyonlarin aglumu azalir,

d) Enzimlerin ¢@u organik ¢cozlctde ¢cozinmeoiden genellikle immobilizasyon
gerekli deildir. Kullanilan enzimlerin reaksiyon ortamindan basit bir filtrasyon

ile alinmalari mimkun olur,
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e) Eger immobilizasyon gerekiyor ise, immobilizasyonun cam boncuklar gibi
g0zeneksiz yuzeylere yapilmasi yeterli olur ¢lnki enzimler bu yilizeylerden
tekrar susuz ortama desorbe olamazlar,

f) DusUk kaynama noktali ¢cozuculerden Griin kazanmasi kglayla

g) Mikrobiyal kirlilik azalir ya da elimine edilir,

h) Bazi transformasyonlarda; sentezlenen Uriin, sulu ortamda hidrolize
ugramadgindan bu tir reaksiyonlar sulu ortamda gergekieez,

i) Reaksiyonun stereoselektivitesi organik ¢oztculerle belirlenebilir (sentetik baki
acisi gbz onune alinginda en 6nemli enzimatik selektivitenin stereoselektivite
oldugu gorulur),

j) Enzimlerin kimyasal proseslerde gtadan kullanilma potansiyeli s6z konusu
olur [68-70].

Proteazlarla katalizlenen reaksiyonlarda, organik ¢6zicu kullambth, organik
¢cozlcu hidrofobik substratlar ¢cézer. Organik ortamdaki reaksiyonun dengesi peptid

bagl olusum yoniune dgru kayar ve Urinin hidrolizlenme riski kaybolur. [71].

Enzimlerin organik ¢6zlicu ortaminda bu denli kullanim ustunlikleri olmasina

ragmen sulu ortama oranla oldukgasdk aktivite gosterirler. Bunun nedenleri;

a) Diftizyon Enzimler suda ¢ozunurler fakat hemen hemen hicbir organik ¢ézicide
¢bzinmezler. Bu yizden organik ¢Ozucl iginde suspansiyon halinde kalirlar ve
substrat ile arasinda diflizyon sinirlamasi gorular ki bu sinirli kitle transferi organik

¢c6zilcu icinde enzimatik katalizin giiesine sebep olur.

b) Gecs Hali Stabilizasyonu Hidrolazlar igcin geg hali olduk¢a polardir (gegi
halinde tetrahedral ara trtn glu, Sekil 2.8). Su; tetrahedral ara uriint kendisinden
daha dguk polaritedeki ¢ozucilerden daha iyi stabilize eder. Bu tur ¢oziculerde

enzim aktivitesi daha guk olur.
c) Konformasyonel Hareketlilik: Proteinlerin su ile etkifei enzimin biyolojik

fonksiyonlari, 6zellikle aktivitesi icin ¢cok 6énemlidir. Su; enzim Uzerinde lubrikant

roli oynayarak onun optimal kataliz icin gerekli konformasyonel harekgetlili
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saglar. Non-polar organik ¢Oziculer genelde buna uymazlar, ¢inki suyurgiyapti
¢coklu hidrojen balarinin olgumunu onlerler. Buna organik c¢ozuculerin siki
dielektrik sabitleri sebep olur. Bu; daha gucli elektrostatik atkilere yol acar ve
protein daha rijit olur. Enzimin, organik ¢odzlcu icinde suya oranla dakakdu
aktivite gostermesinin sebebi katalitik bolgedeki konformasyonel harekethli
sinirlandirilmg  olmasidir. Yapilan calmalar; enzim molekilintin biyolojik
aktivitesini gostermeye bkkamasi icin minimum tek tabaka eturmus su
molekdllerine ihtiyac duydgunu gostermstir. Hidrolazlar s6z konusu olgunda
suyun sinir konsantrasyonyilenca hidrolitik aktivitenin sentetik aktivite ya da
transferaz aktivitesi ile ciddi bir yga girdigi goralmastar.

d) pH: Sulu ortamda enzimatik kataliz pH'yaghdir ve enzimin sahip oldiu
optimum pH vardir. Organik ¢ozicl ortaminda pH kavrami olgnadin enzimin

iyonik gruplarinin kontrol altinda tutulmasi gerekir [72].

2.2.5.1 Organik ¢ozucu icinde enzimatik aktivite

Susuz ortamda cama yeni enzimatik reaksiyonlarin gfuasina sebep olmaktadir.
Ornesin; cssitli lipazlar, esterazlar ve proteazlar su iginde esterlerin asit ve alkoller
ile katalizini gergeklgtirirler. Susuz ¢ozuculer iginde bu proses gergghkbr. Fakat,
alkol, amin ve tiol gibi alternatif nukleofillerin ilavesi ile esterfikasyon, aminolysis
ve tiotransesterifikasyona yonlenir ki, bu reaksiyonlar sulu ¢tzeltide geygeide

Ustelik asit ve alkolden ester sentezi termodinamik olarak da uygun olur [67].

Genelde, enzimlerin katalitik aktivitesi saf organik ¢Ozucu icinde suya oranla daha
disuktar. Fakat etkili 6nlemler ile bu azalma o6nlenebilir. Hidrofobik coéziculer
hidrofilik olanlara kagi daha tstindir. Cunka hidrofilik olanlarin katalitik aktivite
icin gerekli olan sgam su bglarini enzim molekilinden soyma&ilemleri daha
fazladir. Proteinler hemen hemen tum organik ¢oOziculer icinde ¢OzUginussdh
substratlar icin kitle transfer bariyerini elimine etmek icin enzim sispansiyonunu

lyice karstirmak ve calkalamak gerekir [67].
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Sulu ¢ozeltide enzimatik aktiviteyi en ¢ok etkileyen etmenlerden biri pH'dir. Fakat
bu terimin organik ¢6zlcu igin herhangi bir anlami yoktur. Bunun yerine bu tur
ortamlar icin ‘pH hafizas’ denen bir kavram ggtilmistir: bunlarin katalitik
aktivitesi en sonsleme maruz kaldiklari sulu ¢ozeltinin pHggeini yansitmaktadir.

Bu kavram; proteinin iyonojenik gruplarinin dehidrasyonu ve bunu takiben organik
¢Ozlcu icindeki son iyonizasyon halini korumalarindan kaynaklanir. Sonug itibariyle
enzim sulu ¢ozeltideki kataliz icin gerekli optimal pH ortaminda liyofilize edilirse,
bu tlr ortamlarda enzimatik aktivite birkac yuz kat arttirilabilir. Altenatif olarak
organik ¢ozucu icindeki iyonizasyon grubu optimize edilebilir ve boylece uygun asit
ve konjuge bazini iceren tampon ilavesi ile enzimatik aktivite maksimize edilebilir.
Enzim, organik ¢6zici icinde denattre olabilir fakat kristalin yada liyofilize formda
kullanildiginda bu gercekignez. Her iki durumda da enzimin konformasyonu
korunur. Fakat liyofilizasyon adiminda enzimin yapisagiglkli ge usrayabilmesi
sebebi ile organik ¢oOzicu icinde enzimatik aktivitenirgndéisi gozlenebilir. Bu
zararll etkiseker ya da polietilen glikol gibi liyoprotektanlarin kullaniimasi ile biyuk

oranda azaltilabilir [67].

Enzimlerin organik ¢ozicu icinde enzimatik aktivitelerini kaybetmelerinin bir sebebi
de yapisal esnekliklerinin (striktiurel fleksibilitelerinin) azalmasidir. Sulu ortamda
enzimler optimal kataliz icin gerekli olan konformasyonel mobiliteye sahiptirler.
Organik ¢ozicu ortaminda da ¢ok kath hidrojegib@lusumu eksiklginden enzim
molekill daha rijit bir yapiya sahip olur. Bu tir durumlarda da susuz ¢ozucu icindeki
enzim slUspansiyonuna kicuk miktarlarda su ilavesi ile ya da ¢ka loleysle suyun
termodinamik aktivitesinin arttirilmasi ile bu tir sistemlerde enzimatik gic birkacg kat
arttirllabilir. Suyun bu aktivasyon etkisi ¢oklu hidrojengbgapabilen gliserol ya da
etilen glikol gibi ¢oziculerle de taklit edilerek aktivite arttirilabilir [67].

Enzimlerde gozlenen iki farkh tirdeki kararliik kaybi birbirinden ayrilmalidir:
Bunlardan ilki yiksek sicakliklarda ortaya c¢ikan zamang&inbla enzimatik
aktivitenin tersinmez kaybidir. Beri ise; sicaklik nedenli olarak genellikle aniden
gerceklgen ve tersinigekilde enzim molekiluntn Gg¢uncil yada dérduncil yapisinin
bozulmasidir. Su; protein molekulinin konformasyonel hareketlilarttirdigindan

ve peptid balarinin hidrolizini sg@ladigindan, organik ¢ozucu iginde enzimin suya

oranla daha termostabil olmasi beklenir [67].
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Her iki termal inaktivasyonun susuz ortamdaki enzim kargmhd bakilmgtir.
Ornesin porsin pankreatik lipaz, riboniikleaz wekimotripsinin 100 °C’de susuz
cOzlculerdeki yart émdurleri birkag saat iken su icinde bu sicaklkta birka¢ dakika
icinde inaktive olurlar. Su orani arttikga organik ¢6zucu icinde enzimin yari émrU
onemli dlcude dger. Orngin bir alkan olan susuz nonan iginde siispansiyon halinde
bulunan siir pankreatik ribontikleazin katlanmasinin bozulma sigakR4 °C iken

su icinde bu 61 °C'dir [67].

2.2.5.2 Cozucunun biyokataliz Gizerine etkisi

Organik ¢Ozucunun yapisi enzimatik kataliz Gzerine U¢ fgdiilde etki eder. a)
COozucil enzim ile dgrudan etkilgimde bulunur ve enzim Gzerinde inhibisyona ya da
inaktivasyona sebep olur. Bu durumda; ¢6zlcu enzimin hidroj@arba kirarak ve
hidrofobik etkilgimleri bozarak proteinin yapisini bozar ve aktivite ve kargnhl
dismesine sebep olur. Bu durum, bifazik sistemde ve su ilgakalen ¢ozicullerde
¢Ozunebilen enzimlerin ana problemidir. Enzimin monofazik organik ¢ozucude
cbzinmemesi bu sorunun ©Onine gecer. Bu; enzimin termoinaktivasyosia kar
immobilizasyonuna benzer. Enzimin organik ¢6zlcu icinde ¢dztiinememesi katalitik
aktivite icin konum almasini kilitler, bircok enzim organik ortamda oldukca stabildir.
b) Cozucunin enzimatik aktiviteyi etkileglibir diger etki, reaksiyon trlnine ya da
substrata difiizlenerek aiwrdusu etkidir. Orngin; kloroform peroksidaz katalizli
fenollerin katalizlenmesi reaksiyonunda katalitik aktiviteyi anlaml dereceg@ it
Reaksiyon, hidrojen peroksit vatinda enzimatik yolla fenoksi radikallerinin
olusumu ile balar. ¢) Organik ¢6zucu enzim igin gerekli olan su ile egkielir. Bu
etkilesim enzimi d@rudan etkilemeyip kataliz gicunu etkiler. Polaritesi yuksek
cozlculer su icinde c¢ozunebilirler ve enzim icin gerekli su tabakasini soyarak
inaktivasyona sebep olurlar. Hidrofobik ¢oziculerin bu tir yeiienbnadgi icin

inaktivasyona daha az sebep olurlar [67].

41



2.2.5.3 Cozucu Segimi

Caligilacak reaksiyon ortami i¢in hangi ¢ozuclinin en uygungolda dair birgok
etken vardir. Birinci ve en o6nemli olani ¢o6zucundn ilgilenilen reaksiyon ile
uyumluluzudur. Orngin sekerler sadece su ile kgabilen piridin ya da
dimetilformamid gibi hidrofilik ¢ozuculer icinde ¢dzunurler. Su ile kamayan
hidrofobik ¢ozuculerin kullanilmasi ¢ézinemeyen enzim ve substrat arasinda bir
etkilesim olusturamayacgindan enzim katalizlseker modifikasyonlari icin uygun
olmaz. Uriiniin ¢ozicl ile uyumlgu da 6énemlidir. Polar drtinler enzime yakin
yerde olmak isterler bu da trin inhibisyonuna yol acar [70]. Bu durum hekzan icinde
polifenol oksidaz katalizinde goralur. Polar kinon Uriin hekzan iginde ¢6ziinmez ve
su icinde enzim cevresinde istenmeyen polimerizasyona sebep olur. Pghiméte
malzeme katalitik aktivitenin dinesine sebep olur. Daha polar kloroform icinde

kinonlar ¢ozicu kutlesi icinde ayrilirlar ve enzimi inaktive etmezler [70].

Cozucu seciminde dnemli bir gir etken secilen ¢6zicunin reaksiyonasikarert
olmasi gereklilgidir. Transesterifikasyon reaksiyonlari alkolin ester Uzerine
nikleofilik atgz1 sonucu ikincil esterlerin ojum reaksiyonlaridir. ger bu dongim

icin kullanilan ¢o6zicli de ester olursa c¢ozucl kaynakli yuksek miktarlarda

durumunda da g6zlenir [70].

2.2.5.4 Organik ¢ozlcu icinde enzimatik katalizin dier 6zellikleri

Organik c¢o6zicu icerisinde enzimin en merak uyandiran 6zelliklerinden biri
molekuler hafiza etkisidir ki bu, enzimlerin susuz ortamlardaki yiksek
konformasyonel rijiditelerinden kaynaklanir. Bunun bir sonucu olarak da su iginde
enzimin davram enzim ¢oOzeltisinin hazirlapina b&li olarak dgisim gostermez,
organik ortamda enzimin gecgmdeki 6zelliklere bgl olarak deisim gosterir.
Ornegin; liyofilize a-kimotripsin énce suda ¢oziinup, sonradan t-amil alkol ile 100
kat seyreltildginde; spesifik aktivitesi ayni enzimin liyofilize edilgnhalinin %1 su

iceren ¢Ozicl icindeki spesifik aktivitesinden daha buylk olur. Sispansiyona daha
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fazla su ilave edilginde bu enzimi esnek yaparak hafizayl siler, enzimatik

aktiviteler arasindaki fark gar [67].

Subtilisin c¢aitli kompetitif inhibitorler iceren sulu ortamda liyofilize edilir ise,
organik ¢ozucu igindeki aktivitesi yine liyofilize edilgnifakat ligand icermeyen
enzimin aktivitesinden 100 kat fazla olur, ayni zamanda substrat 6zgumki
kararhihigi da farkli olur. Ligand sebepli enzim hafizasi enzim sulu ortama
alindginda kaybolur §ekil 2.15). a-kimotripsinin enantiyoselektivitesi ve lipazlarin
substrat selektivitesine ligand ilavesi ile mudahele edilebilir. Bu bulgular ligandin
enzimin aktif bélgesinde konformasyonalgdgkliklere sebep oldgunu ve organik
¢bzlcu icindeki rijiditesinden dolay! ligand ortadan kaldigidda bile etkisinin

devam etgini gostermgtir [67].

+l
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Sekil 2. 15: Enzimin aktif bolgesinin ligand ile doyurulmasinemgtik gosterimi. Enzimin
aktif bolgesi su icinde ligand ile pandiginda, konformasyonel dgikli ge ugar. Bu
degisiklik liyofilizasyondan sonra ve organik ¢dzicu icinde de surgidilikorur. Fakat
protein molekilinin esnek oldugulu ortama alinginda bu etki kaybolur

Birtakim spesifik avantajlarindan dolayr organik ¢ozuclu icindeki enzimatik
transformasyonlar suya oranla daha avantajli olur. gmneandelonitril liyaz etil
asetat ya da di-izopropil eter ortaminda hidrojen siyanidigitlicealdehitlere
enantiyoselektif katilmasini katalizler ve optikge aktif R-siyanohidrinlergtotur.

Sulu c¢ozeltide hidrojen siyanidin non-enzimatik katilmasi meydana gelir, optikce
aktif Grin  olgturulamaz. Oysa reaksiyon organik ¢ozucl icersinde
gerceklatirildi ginde hem substrat olan aldehitin ¢oztngédarttirihr hem de non-
stereoselektif reaksiyonlar gercekieeyip, enantiyomerik safli olan urin elde
edilir [67].
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2.2.5.5 Organik ¢ozucl variginda enzimatik katalizi etkileyen faktorler

Organik ¢ozucu secimi icin, organik co6zuculerin fizikokimyasal karakteristik
Ozelliklerine gore modeller gstirilmistir. Brink ve Tramper [70] tarafindan
gelistiriimis  modelde propenin epoksidasyonu icin Hildebrant ¢6zunurluk
parametreleri kullanilngtir. Buna goére dfiilk polariteli ve yiksek molekulgalikh
¢cOziculerin (>200 Da) katalitik aktiviteyi destekligai bulmuslardir. Benzegekilde
Laane ve ark. [73] c¢Ozucunun hidrofobisitesi ve biyokatalizoriin enzimatik
aktivitesinin korunmasi arasinda kantitatif korelasyon bglandir. Yiksek log P
degerinin optimal enzimatik aktiviteyi gadigini belirtmiler ve P’yi; verilen
¢bzlcunin su ve 1-oktanol arasindaki partitisyon sayisi olarak tanghalahm

Buna gore;
P= [C’dzucu(lktano/[CdZUCU];u

olarak hesaplanir. Burada c¢o6zicu molekgirlgsl ile ilgili korelasyona gerek
olmadgini belirtmglerdir. Log P dgeri 4’lin Gstiinde olan ¢ozuciler icinde (dekanol,
hekzadekan gibi) propen epoksidasyonu reaksiyonunda ytiksek derecede aktivite elde
etmislerdir. 2’nin altinda olan (diitk zincirli alkoller, su ile kagabilen ¢ozuctuler,

dusUk zincirli eterler ve esterler gibi) ¢ozuculerin biyokataliz igcin eksrioldygunu
bulmuwlardir. Bu bulgular hidrofilik ¢ézuculerin enzim igin gerekli suglaaini

soymasi ile tutarhdir.

Yukarida ifade edilen korelasyonlar katalitik aktivitenin tanimlanmasi ile ilgilidir.
Fakat enzim kararlgh ve gercek aktivite arasindaki ayrim iyi yapiimalidirgGéog
P verisi organik ¢c6zlcu icindeki aktiviteyi belirler. Bu; kararhliktan ¢ok aktivitenin
belirtecidir. Daha dgru bir model ¢ozucuningg Kn gibi belirli kinetik dezerler
uzerine etkisidir. Bu durumda enzim uzerindeki ¢Ozucu etkisilabgictaki
enzimatik aktivite ile kantitatif olarak #kilendirilebilir [70,73]. Enzimolojide;
hidrofobik etkilesimler, hidrojen bglari ve elektrostatik etkigmler arasinda
dielektrik sabiti ile ilgkili olabilecek tek etkilgim elektrostatik etkilgm olarak
gorulmektedir. Bu etkilgmlerin 6nemini ve glcund vurgulayabilmek igin organik
¢cbzlicunun dielektrik sabitinin etkisini analiz etmek gerekmektedir [74]. sGeci

(tranzisyon) halinin stabilizasyonu ic¢in ¢cok 6nemli rol oyg@aulan elektrostatik
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kuvvetler enzim katalizinde 6nemli bir rol Ustlegfardir. Gecs halinde olgan oksi
anyon gukurunun stabilizasyonunda ¢ozucunun dielektrik sabiti etkili olmaktadir, bu
da katalizi etkilemektedir. Bu ylzden galn ¢ozicl ortaminin dielektrik sabitinin

belirlenmesi ¢ézlicinin katalizi ne kadar etkigguin gostergesi olabilmektedir [75].

2.2.5.5.1 Solvatokromizim ve solvatokromik parametreler

Kimyacilar icin kimyasal reaksiyonlarda ¢6zucu etkisi olan ve ¢ozicu polaritesi
olarak tanimlanan terimin aslfmasi biydk ©6nem gamaktadir. Co6zilcu
polaritesinin anlgilabilmesi icin dielektrik sabiti, dipol moment, refraktiv indeks gibi
makroskobik tanimlar yapilgtir ancak ¢6ztnen/¢oziciu etkilmleri mikroskobik
seviyede gercekjenektedir. Bu yuzden bu tanimlama solvasyon (¢Ozebilme)
yetengi ya da solvasyon guci olarak belirlegmbu tanimlamanin spesifik-non-
spesifik ¢oziinen ve ¢dzicl iyon ya da molekll arasindaki muhtemel tim kimyasal
etkilesimleri icerdigi 6ngorulmtur. Bu ylzden ¢Oziicu polaritesi kantitatif olarak
dielektrik sabiti gibi bir tek ¢dzuclu parametresi ile ifade edilmemelidir. Kimyasal
reaktivite Uzerinde c¢o6zlcu etkisini tanimlayacak detayh teorik aciklamalar
bulunmadgindan ve c¢o6zliclu polaritesinin taniminin  bir tek fiziksel ¢o6zicu
parametresi ile yapilmasinin ga olmamasindan dolayr ¢ozicl polaritesinin
deneysel parametreleri konulu galalara bglanmstir. Bu calgmalarin temelini
¢cobzlicu baimh reaksiyonlar ya da spektral absorbsiyonlagtoitmaktadirlar ki bu

tir yontemler c¢o6zicunin reaksiyon ortamina etkisini incelemek icin oldukca
elverilidir. Cozucl polaritesi hakkinda bilgi edinmek icin solvatokromik boyalar —
gorsel belirtecler- ilk defa 1951 yilinda Brooker tarafindan kullagtim{Eastman
Kodak Firmasi) fakat 1958 yilinda ilk guvenilir spektroskopik ¢Ozuclu polaritesi
skalasi Kosower tarafindan yapigm. Bu tarihten itibaren gdli
UV/gorunar/yakin-IR temelli ¢cézlcu polaritesi cizelgelersfiegliimis ve bu ksifler

farkli kimyasal yapiya sahip ve farkli ¢ozicu/¢oziinen efikiieolan solvatokromik
boyalar kullanilarak gercelg@rilmistir. Kimyasal bilgiklerin UV/goruntr/yakin-IR
absorbsiyon spektrumlarinin ¢evrelerindeki ortamdan etkigendd absorbsiyon
bandininsiddetinin ve keskinflinin desismesine sebep olabilegieuzun zamandan

beri bilinmektedir. Hantz-schlater tarafindan bu olgu solvatokromizim olarak
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adlandiriimgtir. Solvatokromizim kromaforun ve ¢6zicli molekilunun kimyasal
yapisina ve fiziksel ozelliklerine pldir. UV/gorunur/yakin-IR spektroskopik
Olcimlerin  kolaylgindan dolayr ¢o6zicl polaritesinin  deneysel parametreleri
solvatokromik bilgikler ile belirlenmitir. Ozellikle ¢oziict tarafindan etkilengni
UV/gorandr/yakin-IR absorbsiyonlarinin ¢ozucigimali islemler igin tipik model
olaca disunidlmektedir. Renkli belirte¢ olan solvatokromik bkikker UV ve
gorunir bdlgenin yani sira yakin-IR boélgesinde de absorbsiyongveguh ¢ozicl

polaritesinin 6lcimu acisindan oldukca elyiatir [76]. Tez calsmasindar*, a, p ve

EY solvatokromik parametreleri kullanilgtir.

7* parametresi; ¢ozucunun bir yiki ya da bir dipoli sahipgldiielektrik etkisi ile
stabilize edebilme yetepmin 6lcimu olan dipolarite/polarizlenebilme yetgne

olarak tanimlanmaktadir [77].

a parametresi; hidrojen padondr (HBD) asiditesi olarak da isimlendiriimekle
birlikte c6zlicunin proton verebilme yani bir elektron ciftini verebilme yeglene

olarak tanimlanmaktadir [77].

B parametresi; hidrojen paakseptér (HBA) bazisitesi olarak da isimlendiriimekle
birlikte ¢cozlcunin ¢dzunen ile hidrojen goaolusturmak amaci ile proton kabul

edebilme yeteng olarak tanimlanmaktadir [77].

EY parametresi; ¢oziicl polaritesi hakkinda bilgi veren bjkdbgarametre olan

Er(30) olarak da adlandirilan parametrenin normalize egihalidir. E(30) deeri
1960 yilinda Dimroth ve Reichardt tarafindan bulugnolup bir seri piridinyum
betain boyar madde molekullerinin solvatokromizmini icermektedir. Cozlcu
polaritesinin  &(30) skalasi  2,6-difenil-4-(2,4,6-trifenil-N-piridino)fenolat’in
intramolekiler yuk transfer absorbsiyonu lzerine kurgtoru Betainin yapisindan
dolay! 30 olarak numaralandirilgtir. Er(30) farkl ¢ozucilerin polar fragmanlari
¢cozebilme yeteng olarak da tanimlanmaktadir [78].
EY degeri;

E

= E
N _— T (¢Ozlcl)
E; =

E E

T(TMS)

T(su)  =T(TMS)
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olarak hesaplanmaktadir. Burada kullanilan su ve TMS (tetrametilen silan) en polar
ve non-polar goziiculeri ifade etmektedir. Bu ylizden gozuculerGliskalasi TMS

icin 0.00 ve su i¢in 1.00 arginda hesaplanmaktadir. Organik ¢ézucunun reaksiyona

etkisine bakilacak ise #30) parametresi dikkate alinir, ancak coklu parametre

korelasyonuna bakilacak i€€' degerinin kullaniimasi daha uygun olmaktadir [76].

2.2.5.6 Peptid sentezi ve rasemik kayjimlarin ayrilmasinda proteazlar

Proteazlar hidroliz ve peptid §ain olsumunu sglayan sentez reaksiyonlarini
tersinir olarak gerceki@irebilmektedirler. Enzimatik sentez ile stidi ebatlarda
peptid olumu katalizlenmektedir. Proteazlarin bu proses kgpasitesi hakkinda

iki yaklasim bulunmaktadirilkinde sentezin barisi denge pozisyonunda proteolizin
tersinir olmasina ve Uurtnidn su fazindan reaksiyon ortam fazina transferine
baglanmstir. Termodinamik kontrollii sentez olan bu yakhada reaksiyon dengesi

su yerine organik ¢ozicu kullanilarak; hidrolizden sentez yonine kaydirilarak
gerceklgtiriimektedir. Dengenin sentez yonine kaydiriimaailidllanilan bir bgka
yaygin yontem de BRngi¢c maddelerinin konsantrasyonunun arttiriimaesi dga
uriniin ¢okmesini ggayacak koruyucu gruplarin kullaniimasidikinci yaklasim;
reaksiyon komponentlerinin 6n aktivasyonu ile ilgilidir. Burada genelde karboksil
grubu daha aktif olan ester tirevine dgifitiiimektedir. Ester enzim ile acil ester ara
drdnund olgturur. Olwan bu ara Urin bir amin ile $ayaparak amid kani
olusturur. Bu durum reaksiyonun hidroliz yoninde yurimiegngelleyip olgan
peptid balarinin hidrolizlenmesini engellemektedir. Bu kitkekontrolli sentezdir

ve organik c¢ozicu ortaminda karboksil komponentlerinin aktivasyonu ile
Kinetik kontrollii yaklaim acgil enzim ara Grinini gerektigaiden sadece serin
proteazlar icin uygundur. Termolizin gibi metaloproteazlar ile termodinamik
kontrolli sentez gercelderiimektedir. Fakat kinetik kontrolli sentez daha
yaygindir. Kinetik kontrolli reaksiyonlarla pepsin kataliziyle Phe-Arg, Phe-
homofenilalanin, Phe- o- nitrotirozin, Phe—S—metilsistein peptithbave subtilisin

kataliziyle Ser—Arg, Arg—Arg peptid kar sentezlenngtir [80,81].
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Aspartil proteazlar sinifina dahil pepsin ile orta boyutlara sahip kontrolli peptid
baglari sentezlenmektedir. Ester ya da p-nitro anikdamino asitlerin N- terminal
ucu korunarak N- ucu korunmpeptidler elde edilir. Kimozin de pepsin benzeri

enzim olup, peptid baolusumunu katalizlemektedir [81].

Metaloproteazlar sinifina dahil termolizin ile de denge kontrolli sentezle etkin bir
sekilde peptid bg sentezlenmektedir. Bu enzimin kullangdien yaygin peptid
sentezi tatlandirici olarak kullanilan gik kalorili aspartam sentezidir. Ha
peptidlerin olyumu da kromojenik substratlar kullanilarak takip legiimektedir.
Termolizin ile Z-Phe-OH (Z; benziloksikarbonil grubunu simgelemektedir) ve H-
Leu-NH, yada H-Leu-NHPh ile ya da Z-Ala-Ala-OH ve H-Leu-NEHGNO: ile
oldukca yuksek miktarlarda dipeptidler ve turevleristhoulabilmektedir [81,82].

Serin proteazlar sinifina dahil subtilisin vegeli serin proteazlar da su—organik
cozucu varlginda peptid ba dretebilen etkili enzimlerdir. Subtilisin  72’nin
kullanildigi reaksiyon ortaminda Grintn e@lyp reaksiyon ortaminda cokmesi ile
drindn hidrolize grama tehlikesi azalir. Reaksiyonuns@asinin arttirillmasi igin
subtilisin makropordz yapil silika tGzerine tutturulup reaksiyogudtiisu ortaminda
gerceklatirildi ginde hidrolize sebep olan su aktivitesi daha fazialtdarak
reaksiyon uriin okumu yonine yonlenir. Acilasyon komponentlerinin  6n
aktivasyonu ile de reaksiyon kinetik kontrollt olarak ydrttaltr. Bu yontem arjinin ya
da lizin p-nitro anilid ya da amid ttrevli peptidgralusumu icin oldukga bgarih bir
yontemdir [81].

Subtilsin BPN Bacillus amyloliquefacienden izole edilen, gegsiyelpazede peptid
sentezi olgumunu Kkatalizleyen serin proteazlar sinifina dahilemzimdir. Peptid
sentezi icin serin proteaz kullanimi koruyucu gruplarin kullanim gegghkilili
azaltmakla birlikte kati faz peptid sentezi sirasinda rasemizasyon problemini
tamamen ortadan kaldirmaktadir. DMF (dimetilformamid); substratlari ¢6zebilme
yetengi, su aktivitesini dgirerek dengeyi proteolizden peptid @lm yodnin
kaydirmasi, hidroliz kaynakli amino nukleofillerinin yikli gruplarin iyonizasyonunu
onleyebildgi icin peptid sentezi okumunda ideal bir ¢cézicudur. Fakat; yaban tip

subtilisin peptid sentezi icin gerekli DMF konsantrasyonlarinda stakiildiie
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Yonlendirilmis mutagenez ile mutasyongratilan mutant subtilisinler kullanilarak

bu sorun giderilmgtir [83].

Endustriyel proteaz olarak rapor edilen alkalaz; polar alkol ¢6zuculerin yluksek
kararlilgl ve aktivitelerinden dolayi ve ayni zamanda D veinino asit kalintilarini
nikleofil olarak kabul edebilme kapasitesinden dolayl peptid senteziari bk
gerceklatirebilmektedir. Peptid sentezinin aauli bir sekilde geceklgirilebilmesi

icin proteazlarin substrat 6zgupli gostermelerinin yani sira kullanilan organik
¢Ozucu varlginda stabil olmasi ve aktivite gostermesi ve sentegrceklgtigi
reaksiyonda her adimin optimize edilmesi gerekmektedir. Apolar organik ¢oziculer
varhiginda substratlarin ¢cozinugiir6zellikle de hidrofilik amino asitleri s6z konusu
oldugunda-hidrofilik peptid sentezi icin 6nemli bir faktiiir. Susuz etanol ve t-
bitanol varlginda, kinetik kontroll olarak, alkalaz katalizliiksek miktarda kiguk

peptid sentezi gercelglrilmi stir [7].

Enzimatik metodlarla gercelderilen peptid sentezinin alternatif yontemi kimyhsa
yontemlerle peptid sentezinin gercedielmesidir. Ancak kimyasal yontemlerle
karsilastirildiginda enzimatik peptid sentezi; (i) 1lmh reaksiydeosullarinda
gerceklatirilmesi, (ii) substrat korumasina gerek kalmadanzimin yiksek
regiodzgunlik gostermesi, (iii) razemizasyona gerek kalmadan reaksiyonun
stereospesifik olarak gercekieesi gibi nedenlerle kimyasal yontemlere skar

Ustinluk gostermektedir [84].

Rasemik kagimlardan enantiyomerik saflikta Urin elde edilmesimhzimlerden
yararlanilmaktadir. Bu drtnler 6zellikle eczacihk alaninda yuksek talep
gormektedirler. Kimyasal yontemlerle ayrilamayan rasemik skalarin
ayrilmasinda ve enantiyo saflikta trin elde edilmesinde proteazlarin kulianildi
yayinlar literatirde bulunmaktadir [85].

2.3 Bacillus clausii GMBAE 42 Serin Alkalen Proteaz Enziminin Genel
Ozellikleri

Calsmada kullanilan alkalen proteaBacillus clausii GMBAE 42 soyundan

saflgtirilmistir [9]. Bu mikroorganizma; gram-pozitif, spor eturabilen, aerobik,
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katalaz ve oksidaz pozitif ve alkalifik bir bakteridir. pH 10’da buydr ve pH 11'de
oldukca aktif alkalen proteaz Uretir [12]. Enzimin molekgirlagi 26.5 kDa olarak
bulunmutur. Enzimin aktivite goéstermesi icin optimum sickkBO °C’dir fakat
5mM Cd? ilavesinden sonra bu gerin 70°C’ye kaydgl gozlenmitir. Enzim; pH
10.5'de 30 ve 40°C'de 2 saat stabil kalabilmektedir fakat sicaklik BD'ye
ciktiginda % 14 aktivite kaybi gozlengtir. Enzim icin optimal pH 11.3'ttr. pH 9-
12.2 aralginda 30°C’de 24 saat stabildir fakat pH 12.7 ve 13'e @iktda %38 ve
%76 aktivite kaybi olgmustur. Enzim kimotripsine benzer serin alkalen proteazd
ve PMSF ile iddetle inhibe olmaktadir [9].

2.4 Tez Calsmasinda Kullanilan Kinetik ve Termodinamik Bagintilar

2.4.1 Ky, ve V, degerlerinin belirlenmesi igin Michaelis—Menten denklem

Organik ¢ozucl varinda ve yoklgunda Bacillus clausiiGMBAE 42 serin alkalen
proteaz enziminin kazein hidrolizinin \Kve V;, degerlerinin belirlenmesinde
yatiskin hal (steady state) yaklenina gore tiretilngi ve balangi¢ hizi keullarinda
gecerli gagida yazili Michaelis—Menten denklemi ve onun red{ptoformu
kullaniimistir [86].

V= Vi[9 (2.1)
K +[S]
1 1 K., i

Denklemlerde;

v: 30 °C ve pH 10.5'de ¢lctilen kazein hidrolizinin reaksiyonunutebgic hizini (U
mL™ dak?),

[S]: 50 mM pH 10.5 NaOH — Glisin — NaCl tampon ¢ozeltisinde ¢c6zgrikadeinin
baslangic konsantrasyonunu (mg i,
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Km: Kazein hidrolizi i¢in belirlenen kallarda enzimin Michaelis—Menten sabitini
(mg mL* kazein),
Vm: Kazein hidrolizi icin ulailabilecek maksimal #angic hizini (U mL* dak?)

gostermektedir.
(2.1) no’lu denklem v'ye kar [S] geleceksekilde saretlendginde sekil (2.16)'da

gorulen hiperbol elde edilir.

T Vman o Ve

Baslangic Reaksivon Hiz (Vo)

b

Baslangic Substrat Konsantrasyvonu, [S]
—

Sekil 2. 16: Reaksiyon B&ngi¢ hizinin (v) substrat dangi¢ konsantrasyonuna [S]gha
olarak degisimi

(2.1) no’lu denklem 1/v'ye kar 1/[S] geleceksekilde karetlendginde sekil
(2.17)'de gosterilen Lineweaver—Burk diyagrami elde edilir. Bu diyagramdan elde
edilen d@runun giminden, 1/v ve 1/[S] eksenini kegtinoktalardan kK, ve Vp

degerleri hesaplanir.
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Liv I Efim= K Ve

A V1

US| —s

Sekil 2. 17: Michaelis-Menten kingiine uyan enzimatik kataliz icin Lineweaver—Burk
diyagrami

Enzimin V, degeri ile reaksiyon ortamindaki toplam enzim konsayoau arasinda,
Vm = Keat - [El: (2.3)

bagintisi vardir.
[E]:: Toplam enzim konsantrasyonunur(ol/mL),
keai Enzim icin katalitik hiz sabitini (turn — over sayisini) (dpigostermektedir.

Organik ¢cozuculer vagiinda tersinir inhibisyonlar icin gecerli genel mekana,

kinetik baintilar ve gérinen K ve Vi, degerlerine ait bgintilar aagida verilmétir.

E+S —=— ES —%— E{P
+ ! +

I I
k1K, KoLK,

El+S —=— ESI — % , E[+P

Tersinir enzim inhibisyonunun genel mekanizmasi géz 6nine alinaagidaki

reaksiyonlar yazilabilir.
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E+S—=2= ES

ES +|—— ES Esi @ < [EE—Si[qq
EI+S—kk%.i‘~ ES [Esqz w K;': w
K. [ES]]
E+I kk El [El]= @ K, = %
ES—% ,E+P
ESI—% El+P
K= oK, K/'=0K, ki, =Bk,

Burada ki, ki1, ki, k+i, K., K4i, K", K" hiz sabitlerini, K K'j, K" inhibitére ait
ayrisma sabitlerini, K, Michaelis-Menten sabitini, kp katalitik hiz sabitini,ve

parametreleri gostermektedir.

v; =k, [ES]+ k] [ESI] ve V,, =k [E]

icin yazilan genel reaksiyon ylangi¢ hiz denklemisagida gosterildii gibi olur.

olmasi durumunda tersinir inhibisyon

o [E

(2.4)
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Vo=V (2.5)
)
1+ oK.
e}
Km,gér: K m [I]I (26)
1+(1Ki]
(2.4) no’lu denklemin resiprokali;
1] ]
K [ K1 o1 1+?i
1Ky LK) 1 1L K (2.7)
v, [1 BH] s V. HBH]
aK; oK,

(2.7) no’lu denklemi vermektedir. Bu denklemigirai ve intersepti (2.8) ve (2.9)

no’lu denklemleri olgturmaktadir.

]
Egim = \Ké‘m (2.8)
A
intersept= im m (2.9)

(2.4), (2.5), (2.6), (2.7), (2.8) ve (2.9) no’lu denklemlerde;

a =1,B = 0 ise gercek non — kompetitif inhibisyon,
a =1, 0 <p <1 ise kismi non — kompetitif inhibisyon,

l<a<sonsuzf = 1 ise kismi kompetitif inhibisyon,
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1<a<sonsuzf = 0 ise kismi kompetitif — gergcek non — kompetitif inhibisyon,
O<a<sonsuzf = 0 ise kismi un — kompetitif — gercek non — kompetitif inhibisyon,

O<a<l1, 0B<1, a =B ise kismi un — kompetitif inhibisyon séz konusu olur.

Gercek non—kompetitif inhibisyon s6z konusu @adnda;o=1, =0, Ki=K';, K"i=Kn,

olur. Gergcek non—kompetitif inhibisyonun mekanizmasgmla verilmitir.

E+S i ES — % ., E4P
+ ! +
I I

k. 1]k, K ]| K,

EI+S = ESI

Gercek non—kompetitif inhibitor vaginda olgan [ESI] katalitik olarak inaktiftir.

Yukaridaki mekanizma g6z 6nune alinargégadaki reaksiyonlar yazilabilir.

_[ElS

E+S—t1;fl ES K ES
A _[E
El+S E ESI | [[ ]I%]
ES+ == ES| K [ESI
ES—%  Et P « — EST

" [ES]

(2.4) no’lu sitlikte verilen genel tersinir inhibisyonun gdangi¢c hiz denkleminde
a=1 ve =0 yerine yazildii zaman gergcek non—kompetitif inhibisyon vardaki
baslangi¢ hiz denklemi (2.10) no’lyidikteki sekline indirgenir.

(2.10)
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(2.10) no’lu denklemden yararlanilarak gercek non — kompetitif inhibitorguadia
gorunen K, ve Vyicin (2.11) ve (2.12)gtlikleri yazilr.

] (2.11)

Km, gor = Km (2.12)

(2.10) no’lu denklemin Lineweaver—Burk diyagrami cizilmek Uzere resiprokali
alindginda (2.13) no’lu denklem elde edilir. Bu denklenimersept ve g@mleri
(2.14) ve (2.15) hantilar ile ifade edilir.

- Km 1+M i_i_i 14_@
v Vm i [S] Vm Ki (213)
int ersept = L:L 1+ﬂ (2.14)
Vmapp Vm Ki
K, K ]
Egm=—"=—"T11+-= 2.15
® m,gor Vm [ KI] ( )

(2.13)no’lu denklem 1/v'ye kar 1/[S] geleceksekilde saretlendginde gercek non—
kompetitif inhibisyon icin Lineweaver—Burk diyagranakgl 2.18'deki gibi cizilir.
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Artan [T]

SOHEUE

(L=
/v

Kontrol, [I] =0, Egim = (K, /V,)

1[S] —=

Sekil 2. 18: Gercek non—kompetitif inhibisyon icin Lineweaver—Burk diyagrami

a =1, 0 << 1 olan durumda ise inhibisyon kismi non—komgetitaibisyon olur.
Bu durumda K= K; ve K" = K olur. Kismi non—kompetitif inhibisyon icin genel

mekanizma sagidaki gibidir.

E+S 1;“ ES K E+P
+ ! +
I I
k 1Lk, KK
k k

BI+S —% . gST — % , EI,P

"

(2.4) no’lu saitlikte verilen gekn'el tersinir inhibisyonun @gangi¢c hiz denkleminde

a=1 ve 0$<1 yerine yazildit zaman kismi hon—kompetitif inhibisyon vg@rhdaki

baslangi¢ hiz denklemi (2.16) no’lyidikteki sekline indirgenir.

(2.16)

(2.16) no’lu denklemden yararlanilarak kismi non—kompetitif inhibitor gadia
gorinen K, ve V, deserleri (2.17) ve (2.18)sglikleri ile ifade edilir.
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Vigor Vo ﬁ] (2.17)
1+-+
Ki

Km, gor= Km (2.18)

(2.16) no’lu denklemin Lineweaver—Burk diyagrami cizilmek Uzere resiprokali
alindginda (2.19) no’lu denklem elde edilir. Bu denklemin interseptgumig(2.20)
ve (2.21) bgintisiyla ifade edilir.

A
1+ 1+
1_Ky [ K)1 11 K) (2.19)
v Vm [1+ B[I]] [S] Vm [1+ B[I]]
K; i
1]
. 1 1 [1+Ki] (2.20)
mtersept = =
Vm - Vm 1 +M
K;
el
Egim=—m —_m ' (2.21)

(2.19) no’lu denklem 1/v'ye kar 1/[S] geleceksekilde saretlendginde kismi non—
kompetitif inhibisyon i¢in Lineweaver—Burk diyagranakgl 2.19'daki gibi cizilir.
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i
|
=

[1] =0, Egitn = Fan/ Vi)
(1/ V)

E—r

Sekil 2. 19: Kismi non—kompetitif inhibisyon icin Lineweaver—Burk diyagrami

Sekil 2.19'daki Lineweaver—Burk diyagrami ile inhibisyonun non-kompetitif tipte
oldugu belirlenebilir. Ancak gercek ya da kismi non-kompetitif inhibisyon gilehu
belirleyebilmek ve Kinhibisyon sabitini hesaplayabilmek icigagida ifade edildii
sekilde ileri gamali cizimler yapmak gerekmektedir. Pratik olarak inhibitor

konsantrasyonunun sonsuz gidikonsantrasyonlara gidilememektedir.

Lineweaver—Burk diyagramindan vyararlanilarak; vyani (2.20) ve (2.21)
denklemlerinin [I]'ye kagi isaretlendginde lineer d@rular verecek sekilde
duzenlenmesiyle ikincil cizimler elde edilir. Non—kompetitif inhibisyon icin ikincil

cizimleri veren dg@ru denklemleri (2.22) ve (2.23) no’lu denklemlerdir.

K K K
m___ m_[T]4 —“m '
Vm App VmKl [ ] VIn (2 22)
1 1 1
= I
Vm VmKi [ ]+ Vm (223)
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Sekil 2. 20: Non—kompetitif inhibisyon icin ikincil ¢izimler

(2.22) ve (2.23) no’lu denklemlerden tiretilen ikincil ciziml8ekil 2.20'de
gosterilmitir. Sekil 2.20’deki d@rularin giminden, interseptinden ve x eksenini
kestigi noktalardan K, Vm, ve K deserleri hesaplaniikincil ¢izimin dogrusal grafik
olusturmasi inhibisyonun gercek (basit) inhibisyon @diu géstermektedir.

Ancak ikincil ¢izimlerden her zaman glwusal grafik elde edilemeyebilir.

| |
[
Egim ikincil gizim sinirt = oK, /8V,, ) T
Esim ikincil cizimi 1
V lllllll
H Km a
Egim — 3
Vi @
app. -
£
=
(]
)
X
(]
=
)

m —-—

Sekil 2. 21: Non—kompetitif inhibisyon icin hiperbollerin otugu ikincil gizim

Sekil 2.21'de gorilen hiperbollerin  almasi durumunda inhibisyon kismi
(hiperbolik) non—kompetitif inhibisyon olur. Qlan hiperbollerin

dogrusallgtiriimasi icin ugtincul cizimlere gidilir. Uclincl gizimleir ‘e
egim
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1 1 1
kargl— ve ——— ’'e kagl —
[I ] Aintersept [I ]

sekilde elde edilir.

degerleri isaretlendginde lineer d@rular verecek

Aesim V€ Aintersept g0riinen gimin ve goriinen inteseptin gercegira ve inteseptten
farki alinarak elde edilir. Buna gore (2.24) ve (2.25) denklemleri turetilir.

1 oK.V, 1 BV, (2.24)

A Ko (a—p) T K, (a—p)

1 e K,V BV,
= m T (2.25)

1
Mg =PV [I]  (1-P)

(2.24) ve (2.25) denklemleri kullanilarak elde edilen Gg¢uncul cizigddal 2.22'de
gosterilmgtir. Elde edilen dgrularin &giminden, interseptinden ve x eksenini kgisti

noktalardan of ve K; deserleri hesaplanir.

oy —>

1-"'-i~linterse'pt —

— va
/ K, (2—B)

L[] —»

.
P
eKi

Sekil 2. 22: Kismi non—kompetitif inhibisyon icin t¢lncil ¢izim
Un—kompetitif inhibisyon icin genel mekanizma ve reaksiyordagidaki gibidir:
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E+S—=2=ES—— Et |

+
!
nin
ES
K
E+S==ES  _[Esli Ktk
" [ES] " K.,
ES+ l=—=ES|
« _[Els -k
ES— E+ P = &

Yukaridaki agitlikler 1s1ginda un—kompetitif inhibisyon icin kgi¢ hiz denklemi;

T[S
.l
vi:K—i (2.26)
Ty
i

seklini alr. (2.26) no’lu denklemden yararlanilarak un—kompetitif inhibitor

varliginda goriinen K ve Vi, degerleri (2.27) ve (2.28)sdlikleri ile ifade edilir.

Vingor = VTI] (2.27)
1 L1
+Ki

K m.gor = KTI] (2.28)
14+

(2.26) no’lu denklemin Lineweaver—Burk diyagrami cizilmek Uzere resiprokali

alindginda (2.29) no’lu denklem elde edilir.
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1 K. 1 1( [
L N 2.29
A Vm [S]+ Vm [ i KI) ( )
. K
Egsim=—"1 2.30
gim v, (2.30)
: 1 1]
t E———|1+— 2.31
intersep —V. [ +Ki] (2.31)

(2.29) no’lu denklem 1/v'ye kar 1/[S] geleceksekilde karetlendginde un—
kompetitif inhibisyon i¢in Lineweaver—Burk diyagragekil 2.23’teki gibi cizilir.

Egim= Fu/Vm
 (zabit)

Eontrol, efim =¥,/ Vo,

/_' o

b v —
Ky gx -1Em

Sekil 2. 23: Un—kompetitif inhibisyon icin Lineweaver—Burk diyagrami

Lineweaver—Burk diyagramindan yararlanilarak un—kompetitif inhibisyon icin ikincil

cizimler (2.32) ve (2.33) no’lu denklemlerden yararlanilagakil 2.24’deki gibi
cizilir. Grafiklerden elde edilen d@oularin &imlerinden, interseplerinden ve X

eksenlerini kestikleri K, Vi, ve K degerleri hesaplanir.
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1 1 ]+ 1 (2.32)
Km,gér KmKi Km
L et (2.33)
Vm,gﬁr VmKi Vm
E&i —1 1
R 4 Egim —=—
T vai -I;"ITII].KI
1
Ko gir
-E, L K, — L
l/ E, M W
a [1] B 0 m —=

Sekil 2. 24: Un—kompetitif inhibisyon i¢in ikincil ¢izimler

2.4.2 Enzim aktivasyonu stz konusu oldiu durumda kullanilan kinetik

bagintilar

Enzimin katalitik hizini arttiran maddelere aktivator denir. Aktivatorler etkileyi
bicimlerine gore ikiye ayrilirlar: zorunlu (essential) aktivatorlerde enzim icin gergcek
substrat aktivator ile substratin giurdusu substrat aktivator kompleksidir. Bu
kompleks olgmadgl slrece enzim substratinagl@mamaz. Enzimin goéstegdibu
durumdaki davragi Lineweaver—Burk davragina uymayip, allosterik davrani
gosterir. Zorunlu olmayan (non-essential) aktivasyon s6z konusgusida aktivator
reaksiyon hizini arttirmakla birlikte; aktivator yoglinda da reaksiyon
gerceklgebilmektedir. Zorunlu olmayan aktivasyonun mekanizmasi ve denklemleri

asagida verilmatir.

E+S% ES —% , E, P
+ ! +
A A

k, 1k, K 1K,
EALS —+ . ESA — 5 . EALP

-A
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E+S—===ES

_[ElS LIS

ES+ A=t=ESA 9 Ko e
EA+s—aEsA [ESA]:[E§£A] K;\:[[EE%S[AA]]
B A—2—EA s FAIS K :%

K, " [EA

ES——E+ P
ea[EIA . _[EA[s
ESA—= EA+ P “ ESA
. :m, Ka LY Kn = k.'*A, Ky = S
k k k k

+1

K,=0K,, K,=0aK_, k':ka

Burada ka, kia, K, K'a, K".a, K"+a degerleri hiz sabitlerini; K, K'a, K"a aktivattre
ait ayrgma sabitlerini, Km Michaelis-Menten sabitini, kp hiz sabitiai,ve
parametreleri gbstermektedir.

V= kp [ES] + k; [ESA]
Vm = kp [E]t

oldugu distnulurse aktivasyon olmasi halinde reaksiyonun hiz denklemi (2.34) no’lu
denklem ile ifade edilir.

v, = [1+WJ (2.34)
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(2.34) no’lu denklemden yararlanilarak zorunlu olmayan aktivasyon durumunda

gorinen K, ve goriinen ¥, (2.35) ve (2.36)'de verilen formullerdeki gibi hesaplanir.

mgsr — VYm7 A1)
B
aK,

v (2.35)

_—

mgér — 'S m{ TA71 ) (236)
)

Aldtivator

Kontrol

| \ [S] —»

Km Km, gir
Sekil 2. 25: Zorunlu olmayan aktivatér durumunda v'yeskf®] diyagrami

Zorunlu olmayan aktivatérle aktivasyon gercalitenesi durumunda K dezseri
artabilir ya da azalabilir. K deserinin artmasi enzimin substrata afinitesinin
azaldgini gosterir. Ancak her iki durumda day\artar ki bu durum aktivasyon
durumunda gercelde. Sonsuz yilksek aktivator konsantrasyonundasif@iginda
Km, gs= 0Km, Vm, gs= BVm haline indirgenir. (2.34) no’lu formili v'ye kar[S]
geleceksekilde saretlendgindesekil 2.25'te gosterilen grafik elde edilir.
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(2.34) no’lu formulin Lineweaver—Burk diyagrami cizilmek uzere resiprokali

alindginda (2.37) no’lu denklem elde edilir.

K, [HEH 1,1 [”51]

vy R @31)

oKy

OLKA

(2.37) no'lu eitlik kullanilarak Lineweaver-Burk diyagramekil 2.26’da goruldgu
gibi elde edilir.

Eontrol, [A]=0

Edim =

1
A =

Ko gi K, K(e-f) [5]
Sekil 2. 26: Zorunlu olmayan aktivasyon icin Lineweaver—Burk diyagrami

Zorunlu olmayan aktivasyonda ikincil c¢izimler goérinergin@n ve gorunen
interseptin aktivator konsantrasyonunaskdsaretienmesi ile elde edilir veekil

2.27'de gorulen grafik okwr.
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1
Vs |

Ko
-I;urm
_‘_,.:-""

Egum,
intersept, ‘

[4]
Sekil 2. 27: Zorunlu olmayan aktivasyon i¢in ikincil ¢izim

ikincil cizimlerden dgrusal bir bginti elde edilemedinden Uglncul cizimlere

gidilir. Ugtincul gizimleri’e kari 1 ve ‘e karl 1 isaretlenerek
Aegim [ ] intersept [A]

elde edilir. Agim Ve Ainersept kOntrol varlgindaki &im ve inteseptin aktivator

varhigindaki e&im ve interseptinden farki alinarak elde edilir ve (2.38) ve (2.39) no’lu
dogru denklemler tiretilir

1 V,eK, 1 BV

- A TK (B 2.38

Aegim Km(B—(X) [A] Km(B_Q) ( )
1 aK,V, 1 BV,

Aintersept_ B_l [A] - B—l (239)
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Wty ——>

1-"'.5-intersept —

Jv L[A] ——

Sekil 2. 28: Zorunlu olmayan aktivasyon icin d¢tncul ¢izim

Sekil 2.28’den elde edilen goularin interseptinden,ganlerinden ve[fl] eksenini

kestgi noktadan zorunlu olmayan aktivator varda o, B ve Ka degerleri

hesaplanir.

2.4.3 Organik ¢ozuculer varlginda alkalen proteaz ile kazein hidrolizine ilgkin

termodinamik parametreler

Termodinamik parametreler sagida ifade edilen formil ve parametrelerden

yararlanilarak hesaplanilgtir.

AG* = —RTIn| X (k3/mo) (2.40)
kT

B

AG": Kazein hidrolizine iljkin aktivasyon serbest enerjisi,
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AG! . =—-RT In% (kJ/mo) (2.41)

m

AG! . : Tranzisyon (ges) hali balanma serbest enerjisi,

AGg s=—RTInK;* (kJ/mol (2.42)

AG. ¢: Substrat blanma serbest enerjisi.

kg: Boltzman sabiti (1.38*16°) (J. K,
h: Planck sabiti (6.63*1¢f) (J. s),
R: Gaz sabiti (8.314 J."K mol™).

B. clausiisoyundan saflgurilan serin alkalen proteaz ile katalizlenen kazein hidrolizi
reaksiyonunun termodinamik parametrelerini iceren serbest enerji dizey diyagrami
sekil 2.29'da gosterilntir.

Eeaksivon Ecordinat

Sekil 2. 29: Alkalen proteaz ile kazein hidrolizi reaksiyonunda serbest enerji diizey
diyagrami
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2.4.4 Alkalen proteazin katalitik gucini etkileyen parametrelerin organik

¢Oziicu konsantrasyonu ile igkilerinin hesabi

2.4.4.1 Organik ¢ozuculerin cakildig konsantrasyonlardaki log p deerlerinin

hesabi

Organik ¢ozuculerin ¢allan konsantrasyonlardaki log Pgieleri aagida belirtilen

formuller yardimi ile hesaplangtir [70, 73, 87].

Log P= (1-X) log Rsziciut+ X log Psy (2.43)

X; mol fraksiyonunu ifade etmektedir. Mol fraksiyonu;

N0

H,0 —
nHZO + norganik ¢Ozicu

ve

X organik ¢ozick 1-Xn20

olarak hesaplanrtir.

Tez calsmasinda kullanilan organik ¢oziculerin literattirdeki log gederi sirasiyla
metanol icin -0.764, etanol i¢in -0.235, n-propanol i¢in 0.250, i-propanol icin 0.05,
1,4-dioksan icin -1.100 , N,N'-DMF i¢in -1.000, asetonitril icin -0.330 ve DMSO ig¢in
-1.300 olarak bildirilmgtir [70,87].

2.4.4.2 Organik c¢ozuculerin cakildigi konsantrasyonlardaki dielektrik

sabitlerinin hesabi

Organik ¢oziculerin ¢alilan konsantrasyonlardaki dielektrik sabitlerini hesaplamak
Uzere; grafik cizme yontemi ve formul ile hesap yontemleri kullagtimiOrganik

¢cOziculerin farkli konsantrasyonlari igin
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loge = a-bT (2.44)

bagintisi tanimlanngtir. 2.44 no’lu bgntida; T, °C cinsinden sicagh a ve b
Akerlof sabitlerini, e dielektrik sabitini ifade etmektedir. % 80 metanol icin a ve b
sabitleri sirasiyla 1.695 ve 2.50x1®larak bulunmgtur [88]. Metanoliin farkli
konsantrasyonlardaki ve sicakliklardaki dielektrik sabitleri; $oge karsi T (°C)
geleceksekilde karetlendginde §ekil 2.30) % 80 metanol icin a ve b sabitleri
siraslyla 1.668 ve 2.60xFMmlarak bulunmstur ki bu dgerler yukarida tanimlanan
degerlere oldukca yakindir (Tablo 2.6) [89]. Ayni grafik ve tablolar etanol, 1-
propanol ve i-propanol icin de ghuruimw ve bu c¢oziuculerin farkh
konsantrasyonlarindaki dielektrik sabitleri cizilen grafik ve stlwulan tablolar
yardimi §ekil 2.30, 2.31, 2.32, 2.33 ve tablo 2.6, 2.7, 2.8 ve 2.9) ile hesagtanmi

log &-T Grafi gi
2.00
e 0%
1.90- = 10%
\\\\ 20 %
1.80 30 %
\\\\ x 40 %
w
2 170 \\\ * 50 %
+ 60 %
1.60 1 -70%
80 %
1.501 90 %
100 %
140 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62
T(°C)

Sekil 2. 30: Metanoluin dg@sen konsantrasyonlari igin log grafigi
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Tablo 2. 6: gkil 2.30'dan elde edilen dog denklemleri

Metanol,
(%)

Dogru denklemi

Metanol,
(%)

Dogru denklemi

0
10
20
30
40
50

y=-0.002x+1.946
y=-0.0021x+1.921
y=-0.0022x+1.894
y=-0.0022x+1.863

=-0.0023x+1.833
y=-0.0024x+1.800

60
70
80
90
100

y=0.0024x+1.760

y=-0.0026x+1.717
y=-0.0026x+1.668
y=-0.0026x+1.618
y=-0.0024x+1.558

Log €-T Grafi gi

2.00
* 0%
= 10%
30%
x 40%
w
2 1.60- * 50%
—
\ + 60%
\ - 70%
1.40 80%
90%
100%
1.20 T T T T T T T T T T
15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

T(°C)

Sekil 2. 31: Etanolin digsen konsantrasyonlari icin log-E grafigi

Tablo 2. 7: gkil 2.31'den elde edilen dog denklemleri

Etanol, (%)

Dogru denklemi

Etanol, (%)

Dogru denklemi

0
10
20
30
40
50

y=-0.002x+1.946
y=-0.0021x+1.916
y=-0.0022x+1.881
y=-0.0023x+1.843
y=-0.0023x+1.800
y=-0.0023x+1.1749

60
70
80
90
100

Y=0.0025x+1.700

Y=-0.0026x+1.646
Y=-0.0027x+1.585
Y=-0.0028x+1.519
Y=-0.0027x+1.452
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loge

2.00

Log &-T Grafigi

1.904

1.204

o “ o
1701 30%
x 40%
1.60
* 50%
1.50
1.40 \\ - 70%
- o

¢ 0%

= 10%

+ 60%

90%
100%

110 T T T T T T T T T T
18 22 26 30 34 38 42 46 50 54 58 70 74 78
T(C)
Sekil 2. 32: n-propanoliin gesen konsantrasyonlari icin log-E grafigi
Tablo 2. 8 kil 2.32’den elde edilen dog denklemleri
n-propanol, n-propanol,
prop Dogru denklemi prop Dogru denklemi
(%) (%)
0 y=-0.002x+1.946 60 Y=0.0026x+1.628
10 y=-0.0021x+1.910 70 y=-0.0027x+1.555
20 y=-0.0022x+1.868 80 y=-0.0028x+1.487
30 y=-0.0023x+1.820 90 y=-0.0028x+1.427
40 y=-0.0023x+1.760 100 y=-0.0029x+1.379
50 y=-0.0025x+1.1697




Log e-T Grafigi

2.00
* 0%
1.90

\+\ = 10%
1804 m 20%
1.70 30%
150 \\\\ * 50%
1.40 *_‘-‘__‘-"__h_""h-‘-‘—h-‘_‘—“___*“‘-—————_________ + 60%
1304 - 70%
120 Bo%

90%

1.10

Loge

100%

1.00 T T T T T T T T T T T T T T T
18 22 26 30 34 38 42 46 50 54 58 62 66 70 74 78
T(°C)

Sekil 2. 33: i-propanolin dgsen konsantrasyonlari igin logE grafigi

Tablo 2. 9: gkil 2.33'den elde edilen dog denklemleri

i-propanol, _ i-propanol, _
Dogru denklemi Dogru denklemi
(%) (%)

0 y=-0.002x+1.946 60 y=0.0025x+1.611
10 y=-0.0021x+1.905 70 Y=-0.0026x+1.523
20 y=-0.0021x+1.860 80 Y=-0.0028x+1.444
30 y=-0.0022x+1.810 90 Y=-0.0030x+1.384
40 y=-0.0023x+1.753 100 Y=-0.0032x+1.338
50 y=-0.0024x+1.1687

Elde edilen dgru denklemlerinde x deri yerine cakilan sicakliklar yazilgsanda o
sicaklik ve konsantrasyon gkrleri icin dielektrik sabiti hesaplanabilmektedir. Ayni
grafik ve tablo calilan organik ¢ozuculer icin de cizilip; cglan konsantrasyon ve

sicaklik icin dielektrik sabitleri hesaplanabilmektedir.

Diger ¢Ozuculerin (dimetilstlfoksit, N,N-dimetilformamid, 1,4-dioksan, asetonitril)
25-50 °C arasi sicakliklarda dielektrik sabitlerinin hesaplanmasinda (2.45) ve (2.46)
esitlikleri de kullaniimstir.

g, =g, —a(t—1 (2.45)
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log,,&, = l0g,e, —a(t 1) (2.46)

Esitliklerdeki a vea parametreleri organik ¢oziculere ait spesifik parametreleri, t ise

°C cinsinden sicakli ifade etmektedir [90].

Su-organik ¢6zicu kammlarinin konsantrasyona gla olarak ortalama dielektrik

sabitlerinin belirlenmesinde (2.49) no’lugati kullaniimstir.

oo (Gt Cosy) (2.47)
100

C; ve G su ve organik ¢oziucunungbkonsantrasyonunu ifade etmektedir{C; =
100%) [91].

2.4.4.3 Organik coziculerin solvatokromik parametrelerinin calgilan ¢oztcu

konsantrasyonu ile ilskilerinin hesabi

Saf organik ¢ozucdlerin, p ven* solvatokromik parametreleri Kamlet, M.J., ve ark.
[77], E} parametreleri ise Reichardt [76] tarafindan yapilarsmalardan alinngi

ve (2.48, 2.49, 2.50 ve 2.51) no’lu denklemde ifade edilen formulden yararlanilarak
calsilan ¢ozuci konsantrasyonu ile sKili solvatokromik parametreler
hesaplanmstir. f; ve f, parametreleri hacim mol ya da kuitle fraksiyonlarini ifade
edebilmektedir. Bizim c¢amamizda bu parametreler hacim fraksiyonu olarak

hesaplanngtir [79].

[EV ], =[EY ] fit[ EV ], fo~ 0-272ff2-0.135 ffa(f2 f1)+0.340A o [1)*+

0.245ff> (f2=f1) (2.48)

[a] sex= [a] %1oof1+[(x] suf 2—0.964 fifo— 0.519ﬁf2(f2-f1)+0.366ff2 (fz-f1)2+ 1.229
fif2 (f2-f1)° (2.49)

[B] 96x= [B o100 f1+[B] su f2+0.156£f2-0.181Af2(f2 —f1) (2.50)
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[7*] oex = [*] se100f1 + [1*] suf2 + 0.537f 1§+ 0.317ff2 (f2-f1) + 0.380 ££2 (fo-
f1)°=0.876 fif2 (f2-f1)° (2.51)

(2.48), (2.49), (2.50) ve (2.51) no’lu denklemlerdeki
[EH ... Herhangi bir ¢6ziicu %’sindel&) dezerini,
[E$‘ ]0/100: Saf ¢ozlictniin (%10 deserini,

[o] wx: Herhangi bir ¢oziict %’sindekideserini,
[o] w100 Saf ¢ozlicinun (%10@)deserini,
[B] wx: Herhangi bir ¢ozticu %’sindeRideserini,

[B] w106 Saf ¢oziiciiniin (%10@)degerini ifade etmektedir.

2.4.5 Standart sapma hesabi

Ortalama veya aritmetik ortalam ), tekrarlanan oOl¢cimlerin toplaminin gruptaki
Olcim sayisina bolinmesi ile elde edilen buyudklik icin kullanilgnaslaml

ifadelerdir.

(2.52)

Xi, tekrarlanan N tane o6lciimden gdm popilasyondaki her bir x ghrini gosterir
[92].

Standart sapma (standard deviation, SD): Birsgall grubundaki herbir verinin
ortalamaya gore ne kadar uzaklikta @diou, bir dger deysle dgilimin ne

yayginlikta oldgunu goésteren bir 6lcidir. Standart sapma, populasyortucn

bireyler arasindaki farklgan bir olcusidur ve (2.52) no’lu siik ile ifade

edilmektedir.
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o 2]
Xiz_ =
. 21: N—lN (2.53)

Ortalamanin standart hatasi (standard error of mean, SEM): Ayni populasyondan
secilecek, ayni buyuklikteki orneklemlerin ortalamalarinin yayilmasini gésteren
Olcudar. Standart sapma @ginin denek sayisinin karekdkine bélinmesi ile elde
edilen dgerdir. (2.54) no’lu gitlik ile ifade edilir [92,93].

S
SEM=—- (2.54)

Tez calgmamizda su ile kagabilen organik ¢oOzucller olan metanol, etanol, n-
propanol, i-propanol, 1,4-dioksan, N,N-dimetilformamid, dimetilstlfoksit ve
asetonitrilin artan konsantrasyonlarimdacillus clausii GMBAE 42 serin alkalen
proteaz enziminin kinetik ve termodinamik parametreleri Gizerine etkileri incalenmi
ve tum parametreler icin standart sapmgederi hesaplanngtir. Kullanilan organik
¢cOzlculerin fizikokimyasal parametreleri olan log Pgelteri ve dielektrik
sabitlerinin €) calsilan konsantrasyonlardaki gerleri hesaplanmi ve calgilan
konsantrasyonlarla #kili fizikokimyasal parametreler ile enzimin Kkinetik ve
termodinamik parametreleri arasindakiskiler incelenmgtir. Ayrica literatirden

yararlanilarak tez c¢aimasinda kullanilan su ile ksabilen organik ¢ozuculerin
solvatokromik parametreleri bulunmu(e, B, =n*, ve E[), solvatokromik

parametrelerin calilan konsantrasyonlardaki gerleri hesaplanmgi ve calgilan
konsantrasyonlar ile ikili solvatokromik parametreler ile enzimin kinetik ve
termodinamik parametreleri arasindsskiller coklu lineer regresyon yontemi ile

belirlenmitir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Kimyasallar

Deneysel amacl kullanilan ve su ile kahilen ¢dztculer olan metanol, etanol, 1-
propanol,2-propanol, dimetilstlfoksit, dimetilformamid, asetonitril ve 1,4-dioksan ve
diger tim kimyasallar analitik saflikta olup, Sigma Chemical Ltd. (ABD), Fluka AG
(isvicre), Riedel AG (Almanya) ve Merck AG (Almanya)’dan temin editimi

3.2 Mikroorganizma

Calsmada kullanilan mikroorganizmaacillus clausii GMBAE 42 TUBITAK
GMBE Enzim ve Fermentasyon Teknolojisi Laboratuari tarafindaadin izole
edilmis ve tanimlanny olup bir hiicre du serin alkalen proteaz Ureticisi bakteridir
[12].

3.3 Alkalen Proteaz Enziminin Uretimi ve Saflagiriimasi

Hucre dg1 alkalen serin proteaz; erlen icersinde, proteince zengin bir ortamda
Bacillus clausiiGMBAE 42'nin 3 gin boyunca pH 7 ve 3T’de uretilmesiyle elde
edilmistir. Enzim; (NH,)>.SO, fraksiyonel ¢oktirmesini takiben DEAE-selliloz anyon
degistirme kromatografisi ile 16 kat safkariimistir. SDS-PAGE analizi ile enzimin
molekdl &irligl 26.5 kDa olarak bulunngtur [9].

3.4 Alkalen Proteaz Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

3.4.1 Folin-Ciocalteau reaktifi iceren aktivite belirleme yontemi

Alkalen proteaz aktivitesi belirlenirken 0.5 mL enzim ¢6zeltisi 50 mM NaCl- NaOH-

glisin tamponunda hazirlanan %0.6'lik kazein ¢ozeltisinin 2.5 mL’si ile muamele
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edilmis, su banyosunda 30°C’de 20 dakika inkiibe edtimiinkiibasyon sonunda
reaksiyonu durdurmak amaci ile; reaksiyon ortamina 2.5 mL trikloroasetik asit
cozeltisi (TCA) (0.11 M trikloroasetik asit, 0.22 M sodyum asetat, 0.33 M asetik asit)
ilave edildikten sonra su banyosunda 30°C’de 30 dakika inkibe gililmi
Inkiibasyondan sonra kam slzulmig, sizintiden 0.5 mL alingive bu
suzintinun dzerine 0.5 M 2.5 mL sodyum karbonat cotzeltisi ilave edumi
karisima saf su ile %2 oraninda seyreltign).5 mL Folin-Ciocalteau reaktifi ilave
edilerek kagim 30 dakika oda sicakinda bekletilmgtir [92]. Folin reaktifinin
ilavesi ile ortam asidik oldiundan; (fosfomilibdat ve tungstat icgnden dolayi)
sodyum karbonat ilavesi reaksiyon ortaminin pH’sinin yeniden 10 civarina ¢ekilmesi
icin gereklidir [93]. 30 dakikalik siire sonunda Biorad Smart Spec 3000 ile érneklerin
660 nm’deki absorbans gerleri okunmytur. Folin-Ciocalteau reaktifi ile tirozin
arasinda meydana gelen redoks tepkimesindegamlunavi renksiddetine bgl
olarak okunan absorbanslar ile enzim aktivitesi tirozin standartggmafiegimi de

dikkate alinarak (3.1) no’lu formul ile hesaplagtmi

cél?ien*:o]XSeyreltme FaktorixToplam Hacir(1 r)w
g

Enzim Aktivitesi (U/mL/min)=[ - - —— ——
Enzim Hacmi ( my Ankibasyon Sures{ dak

(3.1)

Bu formul ile hesaplanan alkalen proteaz enzimi icin aktivite birimi; 30 °C pH
10.5'de 1 dakikada (g tirozin olwturan enzim miktari olarak ifade edilghr.

Formdilde kullanilan @m tirozin standart graginden elde edilengmdir.

3.4.1.1 Folin-Ciocalteau reaktifi iceren aktivite belirleme yontemi igin tirozin

standart grafiginin hazirlanmasi

Proteaz aktivitesi hesabinda kullanilacak standartggnagizilebilmesi icin; 50 mM
pH 10.5 NaOH-NaCl-glisin tamponunun 100 mL’sinde 50 mg tirozin ¢ozgilimu
Hazirlanan c¢ozelti 50 mM pH 10.5 NaOH-glisin tamponunda Q@%nL tirozin
icereceksekilde seyreltilmgtir. Farkli konsantrasyondaki tirozin ¢ozeltilerinin her
birinden 0.5 mL alinarak 0.5 M, 2.5 mL p@0O; ve saf su ile ¥2 oraninda seyreltigmi
folin reaktifi ilave edilmgtir. Reaksiyon kagimi oda sicakfiinda 30 dakika
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bekletildikten sonra Biorad Smart Spec 3000 ile 660 nm’deki absorbgeslate
okunmutur. Tirozin miktarina kan okunan absorbanslardan yararlanilarak standart
grafik olusturulmustur. Dogrusal elde edilen grafin egiminden faydalanilarak

alkalen proteaz enziminin aktivitesi hesaplagtmi

0.28
0.24
0.2

0.16

o D660

0.12

OcllllI|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I
0 2 4 6 8 101214161820 22 24 26

Mg tyr
Sekil 3. 1:Tirozinin Folin reaktifi varfiindaki standart grafi (r= 0.9986).

3.4.2. Folin Ciocalteau reaktifi icermeyen aktivite belirleme yéntemi

Alkalen proteaz aktivitesi belirlenirken 0.5 mL enzim 50 mM NaCL-NaOH-glisin
tamponunda hazirlanan %0.6’lik kazein ¢dzeltisinin 2.5 mL’si ile muamele gdilmi
su banyosunda 30°C’de 20 dakika inkiibe egftimiinkiibasyon sonunda reaksiyonu
durdurmak amaciyla; reaksiyon ortamina 2.5 mL trikloroasetik asit ¢cozeltisi (TCA)
(0.11 M trikloroasetik asit, 0.22 M sodyum asetat, 0.33 M asetik asit) ilave edildikten
sonra oda sicalinda 30 dakika bekletilrgtir. Stire sonunda karm stzilmg ve
suzintinun Biorad Smart Spec 3000 ile B&0deki absorbansi okunrgtur. (3.2)

no’lu esitlikten yararlanilarak aktivite hesaplangmr [94,95].
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%xSeyrelme Faktoré Toplam Hacim m
Enzim Aktivitesi (U/mL/min)=—s ___ ___ (3.2)
Enzim Hacm{ mL)x inkiibasyon Sur¢si dak

3.4.2.1 Folin Ciocalteau reaktifi icermeyen aktivite belirleme yontemi igin

tirozin standart grafi ginin hazirlanmasi

Ciocalteau Reaktifi icermeyen aktivite belirleme yontemi pleoteaz aktivitesi
hesabinda kullanilacak standart giaficizilebilmesi icin; 50 mM pH 10.5 NaOH-
NaCl-glisin tamponunun 100 mL’sinde 50 mg tirozin ¢Ozijtiti Hazirlanan
cozelti 50 mM pH 10.5 NaOH-glisin tamponunda 0, 5, 10, 15, 2@gABL tirozin
icereceksekilde seyreltilmgtir. Hazirlanan 6rneklerin Biorad Smart Spec 3000 ile
280 nm’deki absorbans gerleri olculmigtir. Tirozin miktarina kar okunan
absorbans derlerinin grafginden elde edilen @mden yararlanilarak aktivite

hesaplannstir.

024 [TTrrrrrrrrrrr 11T 7]
0.2
0.16

0.12

o D280

0.08

0.04

OC|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I

0 2 4 6 8 1012141618 2022 2426
Hg tyr
Sekil 3. 2:Tirozinin Folin reaktifi yoklgundaki standart graii (r= 0.9960).

3.5 Alkalen Proteaz Orneklerinde Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

Enzim Orneklerindeki protein miktari (BSA)gs serum albuminin standart protein
olarak kullanildgi Coomassie Blue G-250 boyasiglzana yontemi kullaniingtir
[96,97].
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3.5.1 Coomassie Blue G-250 boyasi baglama ydntemi ile protein miktarinin

belirlenmesi

Bu yontemde 1 mL enzim orgmin Uzerine 1 mL Coomassie Blue G-250 boyasi
cOzeltisi ilave edilmitir. Kor deneme icin saf su kullanilgtr. Biorad Smart Spec
3000 ile 595 nm’'deki absorbans géeleri okunmugtur. Protein miktar gagidaki

formule gore hesaplangtir.

Protein Miktar(mg/mL) = %x Seyreltme Faktor (3.3)
gim

3.5.1.1 Coomassie Blue G-250 boyasi baglama ydntemi ile protein standart

grafi ginin olusturulmasi

600 mg Coomassie Blue G-250 Boyasi 1L % 2’'lik perklorik asit icinde ¢Oziilimu
Cozunmeyen taneciklerin giderilmesi icin hazirlanan ¢ozelti kaba stizged Ke

suzulmtar. Hazirlanan boya ¢ozeltisi uzun sure igin stabildir.

1 mg/mL icerecelgekilde saf su ilel0 mL BSA ¢ozeltisi hazirlagtm Hazirlanan

bu cozeltiden 1 mL alip Gzerine 9 mL su ilavesi ile 10 kat seyredtim2 mL'lik
toplam cozelti icinde hazir; 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 mL seyraltB&A
¢Ozeltisi olacaksekilde hazirlanan ¢ozeltilerin Gzerine hazirlanan boya ¢ozeltisinden
2 ml ilave edilmgtir. Hazirlanan orneklerin (Biorad Smart Spec 3000)ség8eki
absorbanslarina karug/mL BSA isaretlenerek elde edilen gmnun giminden

yararlanilarak protein miktari tayin edilgtir.
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0.4

0.3

o D595

0.2

0.1

0C|||I|||I|||I|||I|||I|||I|||I|||I|||I|||I|

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

BSA konsantrasyonupu¢/mL)

Sekil 3. 3: Coomassie Blue 250gtama yontemi ile protein belirlenmesinde kullanilan
protein standart grafi

3.6 Su ile Karsabilen Organik Cozuculerin Alkalen Proteaz Uzerindek

Etkilerinin T ncelenmesi

3.6.1 Organik ¢6ziculerin optimal pH Uzerine etkileri

Bacillus clausiiGMBAE 42 alkalen proteazi pH 10.5 ve 30°C’ da aktivite kaybi
olmadan 2 saat stabil kalabgdicin calisma pH’si 10.5 ve inkiibasyon sicaklda
30 °C secilmgtir [9]. COzucdilerin; NaOH-glisin tampon ¢ozeltisi ile pH 10.5’e ayarh
tampon c¢ozeltinin ¢calma pH'sini ne kadar destirdigi belirlenmgtir. Her bir

cbzlcuden farkh yizdelerde hazirlagme pH dgisimleri kontrol edilmitir.

3.6.2 Enzimin inhibisyona gradi g organik ¢oztcl yluzdesinin belirlenmesi

3.6.2.1 Folin-Ciocalteau reaktifi iceren yontem ile enzimin inhibisyona gradigi

organik ¢ozlcu yuzdesinin belirlenmesi

Bacillus clausii GMBAE 42 ‘den izole edilen alkalen proteaz enzimi Uzerinde
yapilan kinetik camanin bu adimi ikigamada gercek$érilmi stir.
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Birinci asamada; enzim 120 dakika sure ile artan organik ¢dzicu ortaminda inkiibe
edilmis, inkiibasyon sonrasinda organik ¢6zuci iceren substrat ile muameles edilmi
ve kalan aktivite dgeri belirlenmitir. Ikinci asamada; enzim 120 dakika sure ile
artan organik ¢ozuci ortaminda inkiibe edilnmikiibasyon sonunda organik ¢c6zicu
yuzdesinin enzim Uzerindeki etkisini en aza indirmek amaci ile organik ¢dzlcu
icermeyen substrat ¢ozeltisi ile muamele edilerek 6 kat seyreltme ygpilrBu
asamanin sonunda da enzimin inaktivasyongramadan kalan aktivite deri

belirlenmitir.

Metanol, etanol, n-propanol ve i-propanol icin; biringamada 50 pL enzim
cOzeltisine 450 pL artan konsantrasyonlarda organik ¢ozicu iceren tampon gklenmi
reaksiyon kagimi su banyosunda 30°C’de 120 dakika sure ile 6n inkiibasyona
ugratilmistir. inkilbasyon sonunda su banyosundan alinan reaksiyoginkaa
reaksiyon ortamlarinda bulunan oranlarda organik ¢dzucu iceren % 0.6’lik kazein
cozeltisi ilave edilmitir. Substrat olarak kazein iceren reaksiyon sarari 30°C’de

20 dakika sure ile inkube edilgir. Inkiibasyon siresi sonunda reaksiyonu
durdurmak amaci ile 2.5 mL TCA (0.11 M trikloroasetik asit, 0.22 M sodyum asetat,
0.33 M asetik asit) ilavesi yapilgii reaksiyona girmeyen kazein proteinlerinin
cokmesi sglanmstir. Olusan yeni reaksiyon kanmi 30 ‘C'de 30 dakika sure ile
inkibe edilmgtir. Inkiibasyondan sonra reaksiyon kani stizilmg, stizunttiden 0.5

mL alinmg ve bu stzintinin Gzerine 0.5 M 2.5 mL sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Karigima saf su ile Y2 oraninda seyreltign®.5 mL Folin-Ciocalteau
reaktifi ilave edilerek kagim 30 dakika oda sicakinda bekletilmgtir. Stire sonunda
(Biorad Smart Spec 3000) 660 nm’de okunan absorbanslardan kalan aktivite

degerleri belirlenmtir.

ikinci asamada gercekftirilen adimlar 120 dakika 6n inkiibasyona kadar ayni
olmakla birlikte; bu gamada; 6n inklibasyon sonunda organik ¢dziculerin enzim
Uzerindeki etkilerini en aza indirmek amaci ile % 0.6’k kazein ¢ozeltisi organik
¢cozicu icermeyen 50 mM pH 10.5 NaOH-NaCl-glisin tamponunda haziganmi
Bu c¢oOzeltiden reaksiyon ortamina 2.5 mL ilave edilerek organik c¢o6zicu
konsantrasyonunun 6 kat seyreltimesglaamstir. Bu aamadan sonra uygulanan

aktivite yontemi birinci gamadaki ile aynidirinkiibasyon sireleri sonunda 660
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nm’de okunan absorbanslardan yararlanilarak kalan aktiv@erlée belirlenmgtir.
Calismada kullanilan enzimin protein konsantrasyonu ve spesifik aktivitesi metanol
varhiginda sirasiyla; 0,417 mg/ml ve 2509,01 U/mg, etanol@ada sirasiyla; 0,417
mg/ml ve 2509,01 U/mg; n-propanol ve i-propanol gnida; 0,0251 mg/ml ve 1733
U/mg’dir.

ki asamadan sonra kalan aktiviteye aorganik ¢ozticti yuzdesi graficizilmis ve
seyreltme yapilngi ve yapilmamy durumlardaki aktivite deerleri kasilastirilarak
hangi ¢dzuci yuzdesinin inhibisyona sebep gldioelirlenmitir.

3.6.2.2 Folin-Ciocalteau reaktifi icermeyen yontem ile enzimin inhibisyona ve

aktivasyona ugradigl organik ¢ozucl yuzdesinin belirlenmesi

1,4-dioksan, N,N-DMF, asetonitrii ve DMSO ile galan bu kisimda; birinci
asamada; 50 pL enzim c¢ozeltisi tUzerine artan organik ¢ozicu konsantrasyonlarinda
450 pL ¢ozict iceren tampon ilavesi yapsime karsim su banyosunda 30 °C’'de
120 dakika sire ile 6n inkubasyona&ratilmistir. On inkilbasyon sonunda su
banyosundan alinan reaksiyon kamina reaksiyon ortamlarinda bulunan oranlarda
organik ¢cozlcu iceren % 0.6’lik kazein c¢ozeltisi ilave editimi Substrat olarak
kazein iceren reaksiyon kaumlari 30 °C’de 20 dakika sure ile inkiibe editini
Inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyonu durdurmak amaci ile 2.5 mL TCA (0.11 M
trikloroasetik asit, 0.22 M sodyum asetat, 0.33 M asetik asit) ilavesi ygpiimi
Olusan yeni reaksiyon kanmi oda sicakfiinda 30 dakika sire bekletilgiir. Stre
sonunda suzdntulerin (Biorad Smart Spec 3000) 280 nm’'deki absorbanslari
okunmutur. (3.2) gitli gine goére kalan aktivite hesaplarytm.

Ikinci asamada uygulanan adimlar birincamadaki adimlarin aynisidir. Ancak
organik ¢cozuculerin enzim Uzerindeki etkilerini en aza indirmek i¢in kazein ¢ozeltisi
organik ¢ozicu icermeyen 50 mM pH 10.5 NaOH-NaCl-glisin tamponunda
hazirlanmgtir.  Orneklerin  absorbansi 280 nm'de okunarak kalan aktivite
hesaplanngtir. N,N-DMF, 1,4-Dioksan, DMSO vaginda kullanilan enzimin
protein konsantrasyonu ve spesifik aktivit@eiteri sirasiyla; 0.154 mg/mL ve 4851
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U/mg, asetonitril variinda kullanilan enzimin protein ve spesifik aktivitezelderi
sirasiyla; 0.122 mg/mL ve 4464 U/mg’dir.

ki asamadan sonra kalan aktiviteye §asrganik ¢oziicti yuzdesi graficizilmis ve
seyreltme yapilni ve yapilmanmy durumlardaki aktivite deerleri kasilastirilarak

organik ¢Ozucl yuzdelerinin enzim aktivasyonu Uzerindeki etkilerine bgkimi

3.7 Organik Coziucu Varliginda ve Yoklugunda Alkalen Proteaz Enziminin

Kinetik Parametrelerinin (K , ve Vi, Degerleri) Belirlenmesi

3.7.1 Organik ¢oziclu yoklgunda alkalen proteaz enziminin Folin-Ciocalteau

reaktifi iceren yontem ile kinetik parametrelerinin belirlenmesi

Organik ¢oOzuclu icermeyen ortamda Folin-Ciocalteau reaktifi iceren yontem ile
alkalen proteaz enziminin K ve Vi, deserleri Lineweaver-Burk diyagramlari
olusturularak belirlenmitir. 50 mM pH 10.5 NaOH-NaCl-glisin tamponunda 0.5,
0.6, 0.75, 1.0, 1.1 ve 1.25 mg/mL kazein hazirlghmiDeney tiplerine 50 pL
enzim (enzimin protein ve spesifik aktivite ggeleri sirasiyla 0.179 mg/mL ve
5928.86 U/mg) ve 450 uL 50 mM pH 10.5 NaOH-glisin tamponu tamponu ilave
edilmistir. Hazirlanan reaksiyon ortami Uzerine 2.5 mL hazirlanan kazein
cOzeltilerinden ilave edilngtir. Denemede kor olarak hazirlanan deney tipine enzim
cOzeltisi yerine 50 mM pH 10.5 NaOH-glisin tamponu ilave egtimi Her bir
konsantrasyon icin ayri kor deneme hazirlatimiHazirlanan érnekler 30°C'de 5
dakika sure ile inkuibe edilgtir. Inkiibasyon sonunda 6rneklere 2.5 mL TCA (0.11
M trikloroasetik asit, 0.22 M sodyum asetat, 0.33 M asetik asit) ilavesi yapimi
30°C'de 30 dakika boyunca inkiibe editm Inkibasyon sonunda reaksiyon
karisimi stizilmig, stizintiden 0.5 mL alingwve bu stizintintn tzerine 0.5 M 2.5
mL sodyum karbonat cozeltisi ilave ediktii. Karisima saf su ile ¥2 oraninda
seyreltimg 0.5 mL Folin-Ciocalteau reaktifi ilave edilerek kam 30 dakika oda
sicaklginda bekletilmgtir. Sure sonunda Biorad Smart Spec 3000 ile 660 nm’de
orneklerin absorbanslari okungtur. (3.1) no’lu gitlik ile aktivite hesaplannstir.
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3.7.2 Organik ¢ozucl yoklgunda Folin-Ciocalteau reaktifi icermeyen yontem

ile alkalen proteazin enziminin kinetik parametrelerinin belirlenmesi

Organik ¢ozucu icermeyen ortamda Folin-Ciocalteau reaktifi icermeyen yontem ile
alkalen proteaz enziminin K ve Vi, deserleri Lineweaver-Burk diyagramlari
olusturularak belirlenmjtir. 50 mM pH 10.5 NaOH-NaCl-glisin tamponunda 1, 1.5,

2, 2.5, 3, 3.5, 4, 5 mg/mL kazein hazirlagtmi Deney tuplerine 50 pL enzim
(enzimin protein ve spesifik aktivite glerleri sirasiyla 0.154 mg/mL ve 4851 U/mg)

ve 450 pL 50 mM pH 10.5 NaOH-glisin tamponu tamponu ilave egiimi
Hazirlanan reaksiyon ortami Uzerine 2.5 mL hazirlanan kazein c¢ozeltilerinden ilave
edilmistir. Denemede kor olarak hazirlanan deney tipline enzim ¢ozeltisi yerine 50
mM pH 10.5 NaOH-glisin tamponu ilave ediktii. Her bir konsantrasyon icin ayri

kor deneme hazirlangtir. Hazirlanan ornekler 30°C’de 5 dakika sure ile inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonunda 6rneklere 2.5 mL TCA (0.11 M trikloroasetik asit,
0.22 M sodyum asetat, 0.33 M asetik asit) ilavesi yapilraioda sicak#nda 30
dakika bekletilmgtir. Sire sonunda reaksiyon kami sizulmg, sdzuntulerin
absorbansi; Biorad Smart Spec 3000 ile 280 nm’de oksim3.2) no’lu gitlik ile

aktivite hesaplannmgiir.

3.7.3 Organik ¢ozucu varlginda Folin-Ciocalteau reaktifi iceren yontem ile

alkalen proteazin enziminin kinetik parametrelerinin belirlenmesi

Organik ¢oOzucu vaminda enzimin kK ve Vi belilenmesi organik ¢ozuci
yoklugunda K, ve V, belirlenmesine benzegekilde yapiimgtir. Calsilan
konsantrasyondaki organik ¢oziiclu seyreltmesi 50 mM pH 10.5 NaOH-NaCl-glisin-
tamponunda yapilarak, ¢glan organik ¢ozuclu konsantrasyonlarini iceregsilde

0.5, 0.6, 0.75, 1.0, 1.1 ve 1.25 mg/mL kazein hazirlgmmDeney tuplerine 50 pL
enzim (etanol varginda enzimin protein ve spesifik aktivitegaeleri sirasiyla 0.176
mg/mL ve 5928.86 U/mg, metanol v@hda 0.168 mg/mL ve 2475.25 U/mg, n-
propanol ve i-propanol vaginda protein 0.293 mg/mL ve 1710 U/mg olarak
belirlenmitir) ve 450 pL cakilan konsantrasyondaki organik ¢ozicu seyreltmesi 50

mM pH 10.5 NaOH-glisin ile yapilan tampon c¢o6zelti ilave edjtmi Hazirlanan
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reaksiyon ortami tzerine 2.5 mL hazirlanan kazein ¢ozeltilerinden ilave guatilmi
Denemede kor olarak hazirlanan deney tlipine enzim c¢oOzeltisi yerine 50 mM pH
10.5 NaOH-glisin tamponu ilave edilgtir. Her bir konsantrasyon icin ayri kor
deneme hazirlangtir. Hazirlanan ornekler su banyosunda 30°C’de 5 dakika sire ile
inkiibe edilmgtir. inkiibasyon sonunda 6rneklere 2.5 mL TCA (0.11 M trikloroasetik
asit, 0.22 M sodyum asetat, 0.33 M asetik asit) ilavesi yapuen80°C’de 30 dakika
boyunca inkiibe edilmgiir. inkilbasyon sonunda reaksiyon kami suzilmg,
suzintiden 0.5 mL alinguve bu sizdantinin UGzerine 0.5 M 2.5 mL sodyum
karbonat ¢ozeltisi ilave ediltir. Karisima saf su ile %2 oraninda seyreltigndi.5 mL
Folin-Ciocalteau reaktifi ilave edilerek kgmm 30 dakika oda sicakinda
bekletilmistir. Sire sonunda Biorad Smart Spec 3000 ile 660 nm'de 6rneklerin

absorbanslari okunmu(3.1) aitli gi ile aktivite hesabi yapilngtir.

3.7.4 Organik ¢ozuci varlginda Folin-Ciocalteau reaktifi icermeyen yontem ile

alkalen proteazin enziminin kinetik parametrelerinin belirlenmesi

1,4-dioksan, N,N-DMF, ve DMSO vaginda (N,N-Dimetilformamid, 1,4-Dioksan,
DMSO (inhibisyon kinetii icin) varliginda enzimin protein konsantrasyonu spesifik
aktivite deserleri sirasiyla; 0.154 mg/mLve 4851 U/mg, asetonitrii ve DMSO
(aktivasyon kinefii i¢in); 0.122 mg/mL ve 4464 U/mg olarak belirletm) K, ve

Vm belirlemesi bolim 3.4.2.1.’de belirtigli gibi yapilmstir. 50 pL enzim c¢ozeltisi
Uzerine cakilan konsantrasyonda organik c¢ozicu iceren 450 pL NaOH-glisin
tamponuna (pH 10.5, 50 mM) ilave ediitivi. Hazirlanan reaksiyon ortami tzerine
calsilan organik c¢oOziclu konsantrasyonuna sahip 450 pL NaOH-NaCl-glisin
tamponunda (pH 10.5, 50 mM) hazirlagmy, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 45,5, 5.5, 6
mg/mL’lik kazein cozeltisi ilave edilmgtir. Karisim; su banyosunda 30°C’de 5
dakika sire ile inkube edilgtir. Inkiibasyon sonunda 6rneklere 2.5 mL TCA (0.11
M trikloroasetik asit, 0.22 M sodyum asetat, 0.33 M asetik asit) ilavesi yapimi
oda sicakliinda 30 dakika bekletilrgiir. Stire sonunda orneklerin Biorad Smart
Spec 3000 ile 280 nm’deki absorbanslari okupm{B.2) eitligi ile aktivite

hesaplannstir.

89



Organik c¢oOzuculer vagihinda ve vyoklgundaki K, ve V, deserlerinin
belirlenebilmesi icin bgdangi¢ hizi resiprokalinin substrat konsantrasyonu resiprokal
deserine kagl grafiginin cizilmesi gerekmektedir. Bu amacla hesaplanan aktivite
degerlerinin resiprokal degerlerinin (1/v) substrat konsantrasyonunun resiprokal
degerlerine (1/[S]) kayn cizilen Lineweaver—Burk grafinden elde edilen dpularin
egiminden K,/Vninterseptinden 1/) bulunarak kinetik parametreler olan, Ke Vi,

degerleri hesaplanmg) tersinir inhibisyonlarin tirleri belirlenstir.

3.8 Alkalen Proteaz Enziminin Organik Cozicu Varlginda ve Yoklugunda
Katalitik Hiz Sabiti (Turn-over Sayisi) ve Katalitik Performansinin (Kea: ve

KcadKm) Belirlenmesi
Organik ¢6zlcu yoklgunda; alkalen proteaz enziminig.4dezeri;

V,, =k o %[E]. (3.4)

denklemine gore hesaplanywe bulunan dgerden k./Kn, orani hesaplanstir. [E]r
reaksiyon ortamindaki toplam enzim konsantrasyonudur. Organik ¢ozucingal
elde edilen YV, deserlerinden yararlanilarak organik ¢ozlcu varlda turn—over

katsayisi ve enzimin katalitik performansi (3.4) no’lsitlikten yararlanilarak
hesaplannstir.
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4. BULGULAR VE TARTI SMA

4.1 BULGULAR

4.1.1 Organik ¢Ozuculerin optimal pH Uzerine etkileri

8 farkli organik ¢ozucunun farkh yizdelerinin gata pH’'si olan 10.5 derini ne
kadar dgistirdigine bakilmgtir. Bunun icinsekil 4.1 ve 4.8 no’lusekiller arasinda

verilen ¢dzucl konsantrasyonunagkiak gelen pH dgerleri isaretlenmgtir.

Metanol
Etanol
n-propanol

i-propanol

pH

1,4-Dioksan
N,N'-DMF

Asetonitril

S R S T

DMSO

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Cozlucu Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 1: 50 mM NaOH-Glisin tamponu icindegigk ylzdelerde hazirlanan organik
¢oziculerin pH profili

Grafiklerden de goruldiii gibi organik ¢ozuculerden metanol, etanol, n-propanol, i-
propanol, 1,4-dioksan ve asetonitrilin artan konsantrasyonlaringengghH’si olan

pH 10.5 dgeri cok fazla dgismezken DMSO ve N,N-DMFnin artan
konsantrasyonlarinda pH gerinde gozle gorilur gesiklikler kaydedilmitir. Ancak
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N,N'-DMF ile yapilan kinetik incelemelerde en yiuksek %15’lik DMSO ile yapilan
kinetik incelemelerde ise en fazla %45’lik konsantrasyonlardgilgaigtir. Sekil
4.1’in incelenmesinden bu iki ¢6zlcu icin yukarida belirtilen konsantrasyonlarda
ortam pH’sinin cadmay! etkileyecek olgide 6nemli bir g@gme usramadgl

gorilebilir.

4.1.2 Enzimin inhibisyona @radig1 organik ¢ozucl yluzdesinin belirlenmesi

4.1.2.1 Folin-Ciocalteau reaktifi iceren yontemle:

Organik cozuculer vagiinda enzimin konformasyonel yapisinda meydana gelen
denatlrasyon tersinir ya da tersinmez olabilmektedir. Biiside gorebilmek icin
enzim ¢Ozeltisi organik ¢ozicllerin gigk konsantrasyonlarinda 30°C’'de 120
dakika inkibe edildikten sonra galan organik c¢Ozicli konsantrasyonunda
hazirlanan substrat ¢ozeltisi ilavesinin ardindan bolim 3.4.1 ve 3.4.1.1'de belirtilen
aktivite belirleme yontemi ile kalan aktivite belirlenyti. Sonrasinda substrat
cOzeltisinin organik c¢ozlicu icermeyen ortamda hazirlanip, reaksiyon ortamina
alinmasi ile seyreltme yapilarak ikingiaaanin gercekigiriimesi ile kalan aktivite
yeniden Glgulmétdr.

Organik c¢ozuculer vagiinda meydana gelen inhibisyonun tersinir olmasi
durumunda; organik ¢6zlcu vaninda aktivitede azalma goérulurken organik ¢ézicu
seyreltiimesi yapildinda kaybedilen aktivite geri kazaniimaktadir. Ancak
inhibisyonun tersinmez olgu durumda ise organik ¢ozicl varda gorulen
aktivite kaybi organik ¢ozicu seyreltiimesi yapildiktan sonra bile kaybedilen aktivite

geri kazanillamamaktadir.

Alkalen proteaz enzimi de metanol, etanol, n-propanol ve i-propanoliin artan
konsantrasyonlari vaginda 30°C'de 120 dakika ©n inkibasyonu sonucunda
seyrelme yapildiktan sonra aktivasyonun geri kazanilmasindan dolay! tersinir
inhibisyon olygturdusu goézlenmgtir. Metanol, etanol, n-propanol ve i-propanolin

artan konsantrasyonlari vamnda kalan aktivite dgerleri isaretlendginde olyan
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grafikler Sekil 4.2—4.5 arasinda gosteriktii. Calisilan konsantrasyonlar substratin
¢Obzlnebildgi konsantrasyonlar olarak belirlergtit. Metanol varlginda %30
metanolden fazla konsantrasyonda kazein c6zingmddn en fazla %30
konsantrasyona cikilabilgtir, etanol varlginda bu konsantrasyon gki %50 etanol
konsantrasyonuna, n-propanol vamda %30 n-propanol konsantrasyonuna ve i-
propanol varkinda ise %35 i-propanol konsantrasyonuna kadar c¢giimal bu

konsantrasyonlardaki kalan aktiviteggeleri belirlenmgtir.

Kalan Aktivite, (%)

—O— i ;
20 L Seyreltiimemg |

L —e— Seyreltiimg .

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Metanol Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 2: %10-%30 Metanol konsantrasyonlarinda alkalen proteaz enziminin 30°C ve pH
10.5'da 120 dakika 6n inklibasyonu sonucunda tersinir inhibisyonunun belirlenmesi

Kalan Aktivite, (%)

| —o— Seyreltimem

L —e— Seyreltilmis 4
O | | | | | | | | | |
0 10 20 30 40 50

Etanol Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 3: %10-%50 etanol konsantrasyonlarinda alkalen proteaz enziminin 30°C ve pH
10.5’da 120 dakika 6n inkiibasyonu sonucunda tersinir inhibisyonunun belirlenmesi
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Sekil 4. 4: %10-%30 n-propanol konsantrasyonlarinda alkalen proteaz enziminin30°C ve pH
10.5'da 120 dakika 6n inklibasyonu sonucunda tersinir inhibisyonunun belirlenmesi
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= 60 .
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0 5 10 15 20 25 30 35 40
i-Propanol Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 5: %10-%35 i-propanol konsantrasyonlarinda alkalen proteaz enziminin30°C ve pH
10.5’da 120 dakika 6n inkiibasyonu sonucunda tersinir inhibisyonunun belirlenmesi

4.1.2.2 Folin-Ciocalteau reaktifi icermeyen yontemle:

Organik c¢o6zicuciler vaginda aktivasyon da go6zlenebilir. Bu durumda aktivite
organik ¢ozuculerin artan konsantrasyonu ile artar ve organik ¢dztcicu seyreltiimesi

yapildiktan sonra da organik ¢ézici ygklanda belirlenen aktivite gerleri okunur.
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Alkalen proteaz enziminin 1,4- dioksan, N,N'-DMF, asetonitril ve DMSQO’un artan
konsantrasyonlari vaginda 30°C'de 120 dakika ©n inkiibasyonu sonucunda
aktivitenin arttgl gortlmistir. Organik ¢oziclu seyreltmesi yapildiktan sonra
aktivasyonun organik c¢6zlcucl icermeyen ortamdakigedee ulamasi
aktivasyonun zorunlu olmayan aktivasyon @dou gosterngiir. 1,4-dioksan, N,N'—
DMF, asetonitrii ve DMSO’un artan konsantrasyonlari ile bu konsantrasyonlar
varhgindaki kalan aktivite deerlerine kagi isaretlendginde olyan grafikler Sekil
4.6-4.9 arasinda gosteriktir. Calisilan konsantrasyonlar substratin organik ¢6zicu
varliginda ¢Ozunebilgii en Ust konsantrasyonlar olarak belirlegtmi 1,4-dioksan
varhiginda %40 1,4-dioksandan fazla konsantrasyonda kazein ¢ozlgerdedi en
fazla %40 konsantrasyona cikilabiftm, N,N'-DMF varliginda bu konsantrasyon
degseri %60 N,N-DMF konsantrasyonuna, asetonitril \@@nda %45 asetonitril
konsantrasyonuna ve DMSO vgrhda ise %50 DMSO konsantrasyonuna kadar
ctkilmis ve bu konsantrasyonlardaki kalan aktivite gelderi  belirlenmgtir.
Aktivasyon gozlendii durumlarda bolim 3.4.2 ve 3.4.2.1'de belirtilen aktivite
belirleme yontemi ile aktivite belirlensgtir. 1,4-dioksan, N,N'-DMF, asetonitril ve
DMSQO’un artan konsantrasyonlari vgrhda aktivasyonun gozlerigli durumda
renksiz olmasi gereken enzim icermeyen kor denemenin b@uridip de mavi renk
olusturdusu icin Folin-Ciocalteau reaktifi icermeyen yontem kullanilarak renk

olusumuna neden olan reaktifin kullaniimgdyéntem ile aktivite belirlenngtir.

160
140
120

=
o
o

D
o O

Kalan Aktivite, (%)

—o— Seyreltiimems

I
o

—o— Seyreltiimi

N
o

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
1,4-Dioksan Konsantrasyonu, (%)

o

Sekil 4. 6: Artan 1,4-dioksan konsantrasyonlarinda alkalen proteaz enziminin 30°C ve pH
10.5'da 120 dakika 6n inkiibasyon sonunda zorunlu olmayan aktivasyonunun belirlenmesi
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Sekil 4. 7: Artan asetonitiril konsantrasyonlari vaida alkalen proteaz enziminin 30°C ve
pH 10.5'da 120 dakika 6n inkiibasyon sonunda zorunlu olmayan aktivasyonunun
belirlenmesi
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N,N-DMF Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 8: Artan N,N'-DMF konsantrasyonlari vgrhda alkalen proteaz enziminin 30°C ve
pH 10.5'da 120 dakika 6n inkiilbasyon sonunda zorunlu olmayan aktivasyonunun
belirlenmesi

Kalan Aktivite, (%)
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Sekil 4. 9: Artan DMSO konsantrasyonlari vgrhda alkalen proteaz enziminin 30°C ve pH
10.5'da 120 dakika 6n inkiilbasyon sonunda zorunlu olmayan aktivasyonunun belirlenmesi

1,4-dioksan varfiinda seyreltiimensi durumda aktivasyon %5 konsantrasyondan
itibaren gorinmekle beraber en fazla aktiviteyi %150 olarak %20 1,4-dioksan
konsantrasyonunda goOstestin ve bu konsantrasyondan itibaren kazeinin
cobzlinebildgi en Ust konsantrasyon siniri olan %45 1,4-dioksan konsantrasyonuna
kadar aktivitede plato gozlengtir. 1,4-dioksan konsantrasyonunun 6 Kkat
seyreltildigi durumda %210 organik c¢oOzucl konsantrasyonun aktivite %2100'e
dismusttr. Ancak %15 dioksan konsantrasyonundan itibaren seyrealtfionmda

dahi enzimde aktivite agti gozlenmgtir. ClUnkl %15’lik konsantrasyon 6 kat
seyreltiidginde %2.5’e inmektedir. Bu durumda seyrelme sonucunda %2.5
konsantrasyonundaki 1,4-dioksanin ygptaktivasyon dgerleri gbzlenmektedir.
Seyreltimg formda da en fazla aktivite %120 olarak %20 1,4-dioksan
konsantrasyonunda gorilgtir. Bu esasen %3.5’lik dioksan konsantrasyonunun
yaptgl aktivasyona denk gelmektedir. Buradan, yapilan seyrelmenin aktivasyonu

ortadan kaldirdy net olarak ankalmaktadir.

Asetonitrilin artan konsantrasyonlarinda yapilan sgadida; asetonitril vaginda
kazein en fazla %45 konsantrasyonda c¢ozingpildin bu konsantrasyona kadar
cikilabilmistir. %20 asetonitril  konsantrasyonuna dek enzimin aktivitesinde

degisiklik gbzlenmemgtir. %30 asetonitril konsantrasyonundan itibaren alkalen
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proteaz enzim aktivitesinde hizli  bir arti gézlenmgtir.  Asetonitiril
konsantrasyonunun 6 kat seyrelfididurumda kalan aktivite olgul@iinde
seyreltiimems formda oldgu gibi %20 asetonitril konsantrasyonuna dek aktivitede
degisiklik olmamistir. Ancak %30’un Uzerindeki asetonitril konsantrasyonlarinda 6

kat seyrelmeden sonra aktivasyonun tamamen ortadangkaénlenmstir.

N,N'-DMF’in artan konsantrasyonlarinda yapilan gahda organik ¢6zuci igin st
sinir %60 N,N'-DMF olarak belirlenstir. Seyreltimenin yapilmag durumda en
fazla aktivite %190 olarak %40 organik c¢6zicu anda gorilmg ve bu
konsantrasyondan itibaren aktivitede azalma kaydegtimUst konsantrasyon sinir
olan %60 N,N'-DMF konsantrasyonunda aktivite %90’asnaiistir. 6 kat
seyreltmenin yapilgn durumda %40’a kadarki caina konsantrasyonlarinda
aktivasyonun gerile@i gozlenmstir. %50 ve %60’lik konsantrasyonlar 6 kat
seyreltildginde ortamdaki N,N'-DMF konsantrasyonlari sirasiyla %8.3 ve %10’a

indiginden bu konsantrasyonlarin neden @idaktivasyonlar gézlenmtir.

DMSO ile yapilan c¢ajmada c¢Ozucinin st sinir konsantrasyonu %50 olarak
belirlenmgtir. %20 DMSO konsantrasyonuna kadarenzim (zerinde aktivasyon
gozlenirken bu konsantrasyonun Uzerinde DMSO’nun enzimi inhibesi etti
gozlenmgtir. En fazla aktivite %20 DMSO konsantrasyonunda %120 olarak
belirlenmitir. En disuk kalan aktivite ise %50 DMSO konsantrasyonunda %25
olarak belirlenmgtir. 6 kat seyreltimenin yapil@ durumda ise callan
konsantrasyonlarin neden offlu aktivasyon ve inhibisyon etkileri ortadan

kalkmistir.

Bolim 4.1.2.1'de belirtilen metanol, etanol, n-propanol ve i-propanol’iin artan
konsantrasyonlarinin seyreltiimemformlarinda, enzim Uzerindeki etkileri kalan
aktivitelerini dereceli olarak gurtp organik ¢oziculerin 6 kat seyreltjddurumda
aktivitenin geri kazanilmasi sebebi ile bu ¢ozlctler gendia enzim icin bdangic

hizi kggullarinda tersinir inhibisyon kinedi calisiimistir.

Bolim 4.1.2.2'de belirtilen 1,4-dioksan, asetonitril, N,N-DMF ve DMSO’nun artan

konsantrasyonlari vaginda kalan aktivitenin belirlengii calismada; bu organik
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¢cbzlculerin enzim Uzerinde aktivasyon etkisisaludusu icin aktivasyon kinegi
calisiimistir. Ancak DMSO varkinda farli olarak hem inhibisyon hem de aktivasyon
kinetigi calisiimistir. Enzim DMSO’nun %20 konsantrasyonundaki v@anda aktive

olur iken, ayni organik c¢ozlucucunin %30 konsantrasyonundan itibaren inhibe
olmaktadir. Bu ytzden bu ¢ozlicu vanhda; %20 konsantrasyona kadar aktivasyon
kinetigi, %30 konsantrasyonunun tzerinde de inhibisyon kineslisiimistir.

4.1.3 Organik ¢ozicu varlginda ve yoklusunda alkalen proteaz enziminin Ky,
ve Vn, degerlerinin belirlenmesi ve organik c¢o6zucilerin enzim Uzerinde

yarattiklari tersinir inhibisyon ve aktivasyon etkisinin belirlenmesi

4.1.3.1 Organik ¢ozlcu yoklgunda alkalen proteaz enziminin Folin-Ciocalteau

Reaktifi iceren yontem ile K, ve Vi, degerlerinin belirlenmesi

Alkalen proteaz enziminin organik c¢ozicl icermeyen ortamdaji W Vp
degerlerinin belirlenmesi icin bolim 3.7.1’de belirtilen protokol uygulagtimi 50

mM, pH 10.5 NaOH-NaCl—glisin tampon c¢o6zeltisinde farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan kazein ¢ozeltilerinin 2.5 mL’si 450 pL tampon ¢dzelti icine ilave edilen
50 pL enzim c¢ozeltisi ile muamele edikti. Enzimatik reaksiyon sonunda gai
ctkan tirozin Folin-Ciocalteau reaktifi iceren yontemle belirlenereklabgic
reaksiyon hizi yani enzim aktivitesi hesaplagtmi Farkli balangi¢c substrat
konsantrasyonlari ve bunlara &k gelen balangi¢ hizlarinin resiprokalleri 1/v'ye
kargi 1/[S] isaretlenerek Lineweaver—Burk diyagramigluulmustur. Nativ enzimin

Km ve Vn kinetik parametrelerinin belirlenmesi icin deneme 6 kez tekrarkdmmi
Deney sonuclarinin aritmetik ortalamasi ve ortalamanin standart sapmasi
hesaplanarak K ve V, deserleri belirlenmgtir. Nativ enzimin K, ve Vq
degerlerinin belirlenmesinde ojturulan Lineweaver—Burk diyagrarm§ekil 4.10'da

gosterilmitir.
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Sekil 4. 10: Organik ¢oziicl icermeyen (nativ) enzimjpue V., degerlerinin hesaplamak
Uzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Sekil 4.10 diyagramindan yararlanilarak elde edilengrdiarin eiminden;

intreseptinden ve x eksenini kggtnoktalarda kK, ve Vi, hesaplanmtir. Hesaplanan

parametreler tablo 4.1’de gdosteriktm.

Tablo 4. 1: Nativ enzimin Kve V,, degerleri

Km

Vi

Vin

Deney . . L m mo Korelasyon
No Y intersept  Egim (Igczigif:s (/lrlngEI/:jO;lg (l‘/mi'/tész)'” katsayls)ll ")
1 0.00099 0.00161 1.63 1010.10 5.57 0.9815
2 0.00091 0.00166 1.82 1098.90 6.06 0.9910
3 0.00092 0.00165 1.79 1086.96 6.00 0.9920
4 0.00103 0.00161 1.56 970.87 5.36 0.9963
5 0.00103 0.00154 1.49 970.87 5.36 0.9767
6 0.00091 0.00158 1.74 1098.90 6.06 0.9819

Tablo 4. 2: Nativ enzimin K, V., intersept ve @m parametrelerinin ortalama glerleri ve
ortalamalarin standart sapmazdderini icerecelgekilde ifadesi

Km, (Mg/mL kazein)

Vm. (g tirozin /mL/dak)

DonGstardlen y,, (Lmol tirozin/mL/dak)
Intersept

Egim

1.67 + 0.05
1024.63 + 22.81
5.62 +0.21
9.78x10% + 2.14x10°
1.61x10° + 1.73x10°

Belirlenen \f, deserinin birimi  U/mL/min’dir.

Bu birimin dakikada pmol

tirozin/mL/min sekline dongtirtlebilmesi icin tirozinin molekilg@arh g olan 181.19
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g/mol deserine bolinmesi gerekmektedir. Bundan sonrakilésaplarinda \, Vi
dondsturdlen olarak hesaplanacaktir. Organik ¢dzucu igermeyen ortamda Folin-
Ciocalteau reaktifi iceren yontem ile belirlenen, Ke Vi, deserlerinin ortalamalari

ile dogrularin interseptleri vegmlerinin ortalamalari, standart sapmalari ile birlikte

tablo 4.2'de verilmytir.

4.1.3.2 Alkalen proteaz enziminin ks degeri (turn-over katsayisi) ve katalitik

performansinin (Ke.a/Km) belirlenmesi

Bacillus clausii GMBAE 42 soyunun Uretti alkalen proteazla kazein hidrolizi
reaksiyonuna ifikin katalitik hiz sabiti (k) 846.40 daK olarak hesaplanmtir.
Enzimin katalitik performansini ifade eden.#morani 506.83 (dak{mg/mL

kazein)! olarak belirlenmtir.

4.1.3.3 Alkalen proteaz enziminin termodinamik parametrelerinin belirlenmesi

Alkalen proteaz enzimiyle kazein hidroliz reaksiyonunskiii aktivasyon serbest
enerjisi AG"), geck hali serbest enerjisiAG; ;) ve substrat Gdama serbest enerjisi
(AG. ;) (termodinamik parametreleri) (2.40), (2.41) ve (2.42) no’lu denklemlerden

yararlanilarak sirasiyla 67.59 kJ/mol, -15.79 kJ/mol ve 1.29 kJ/mol olarak

hesaplannstir.

4.1.3.4 Organik ¢6zlcu varlginda Folin-Ciocalteau reaktifi iceren yontem ile
alkalen proteaz enziminin K, ve V. degerlerinin belirlenmesi ve organik
cozuculerin  enzim Uzerinde vyarattiklarl tersinir inhibisyon etkisinin

belirlenmesi

Metanol, etanol, n-propanol ve i-propanol’in artan konsantrasyonlargidei
alkalen proteaz enziminin Kve Vi, deserlerinin belirlenmesi Folin-Ciocalteau

reaktifi varliginda bolum 3.7.3'te belirtilegekilde gerceklgtirilmistir. 50 mM pH
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10.5 NaOH-NaCl-glisin- tamponunda galan konsantrasyondaki organik ¢ozici
icerecek sekilde 0.5, 0.6, 0.75, 1.0, 1.1 ve 1.25 mg/mL kazein c¢Ozeltileri
hazirlanmgtir. Deney tuplerine 50 pL enzim ve 450 L gén konsantrasyondaki
organik ¢ozucu iceren 50 mM pH 10.5 NaOH-glisin tampon ¢o6zelti ilave atdidmi
Hazirlanan reaksiyon ortami tzerine 2.5 mL hazirlanan kazein ¢ozeltilerinden ilave
edilmistir. Denemede kor olarak hazirlanan deney tipline enzim ¢ozeltisi yerine 50
mM pH 10.5 NaOH-glisin tamponu ilave ediktii. Her bir konsantrasyon icin ayri

kor deneme hazirlangtir. Enzimatik reaksiyon sonunda ggicikan tirozin Folin-
Ciocalteau reaktifi iceren yontemle belirlenerekl@magic reaksiyon hizi yani enzim
aktivitesi hesaplanmgtir. Farkli balangi¢ substrat konsantrasyonlari ve bunlara
karsilik gelen balangi¢c hizlarinin resiprokalleri 1/v'ye kar1/[S] isaretlenerek
Lineweaver—Burk diyagrami  djturulmwtur. Her bir organik c¢6zlcu
konsantrasyonlari vagindaki K, ve Vi, kinetik parametrelerinin hesaplanmasi igin
denemeler 5 kez tekrarlangir. Deney sonuglarinin aritmetik ortalamasi ve
ortalamanin standart sapmasi hesaplanarak organik céziudgindadi goriinen K

ve Vp, degerleri belirlenmitir.

4.1.3.4.1 Metanol varlginda enzimin kinetik ve termodinamik parametrelerinin

belirlenmesi

Metanol icin %2.5, 5, 10, 20, 25 ve %30 konsantrasyonlarindaligagtir. Bu
konsantrasyonlar icin ojturulan Lineweaver—Burk diyagramlari sirasiygakil
411, 4.12, 4.13, 4.14, 4.15 ve 4.16'da gostegtimi Calisilan metanol
konsantrasyonlari vaginda Folin-Ciocalteau reaktifi iceren yontem ile belirlenen
Km ve Vi, degerleri ile olyturulan d@rularin interseptleri vegmleri sirasiyla tablo

4.3, 45, 4.7, 4.9, 4.11 ve 4.13'te verigtimi Hesap ile bulunan K ve Vp
degerlerinin ortalamalari ile dgularin y eksenini kegti noktalar olan interseptleri

ve aimlerinin ortalamalari, standart sapmalari ile birlikte tablo 4.4, 4.6, 4.8, 4.10
4.12 ve 4.14’te verilngtir.
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Sekil 4. 11: %2.5 Metanol vaginda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini
belirlemek Uzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 3: %2.5 Metanol vaginda enzimirekil 4.11'deki Lineweaver-Burk
diyagramindan belirlenmiK,,, ve V., degerleri

Deney intersept Egim (mg/rTr]nL (pg?i/rnc:zin D('jn_[] stu_rulenvm KE;?SlZi)I/;n
No kazein) /mL/dak) (umoltirozin/mL/dak) ")
1 0.001430.00282 1.97 699.3 3.86 0.9903
2 0.001650.00274 1.66 606.06 3.34 0.9878
3 0.001860.00263 1.41 537.63 2.97 0.9638
4 0.001550.00281 1.81 645.16 3.56 0.9495
5 0.001740.00269 155 574.71 3.17 0.9493

Tablo 4. 4: %2.5 Metanol vagiinda enzimin Ik, ve V., intersept ve @m parametrelerinin
ortalama dgerleri ve ortalamanin standart sapmgetterini icerecelgekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.68 £ 0.09

Vm, (ug tirozin /mL/dak) 612.57 £ 62.60
DonGstaralen My, (umoltirozin/mL/dak) | 3.38 £ 0.15
intersept 1.65x10° + 7.43x10°
Egim 2.74x10° + 3.60x10°
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Sekil 4. 12: %5 Metanol vagiinda alkalen proteaz enziminin,Ke V, degerlerini
belirlemek Uzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 5: %5 Metanol vaginda enzimirSekil 4.12'deki Lineweaver-Burk diyagramindan
belirlenmis K, ve V;, degerleri

Deney intersept Egim (mK/n;nL ( ?i/rrgzin Dontstairtilen V', KE{E??P
No g kagem) /'rfL/dak) (umoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.001770.00283 1.59 564.97 3.36 0.9904
2 0.001680.00291 1.73 595.24 3.28 0.9878
3 0.001780.00294 1.65 561.80 3.10 0.9581
4 0.001670.00273 1.64 598.80 3.30 0.9734
5 0.001590.00285 1.79 628.93 3.47 0.9992

Tablo 4. 6: %5 Metanol vaginda enzimin Ik ve V., intersept ve @m parametrelerinin
ortalama dgerleri ve ortalamanin standart sapmgetterini icerecelgekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.68 £0.04

Vm. (ug tirozin /mL/dak) 589.95+ 27.58
DonGstardlen Wy, (umol tirozin/mL/dak) 3.30 £ 0.06
intersept 1.70x10° + 3.51x10°
Egim 2.85x10° + 3.64x10°
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Sekil 4. 13: %10 Metanol vaginda alkalen proteaz enziminin,Ke V., degerlerini
belirlemek Uzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 7: %10 Metanol vaginda enzimir§ekil 4.13'deki Lineweaver-Burk
diyagramindan belirlenmiK,,, ve V., degerleri

Deney intersept Egim (mK/TnL ( ?i/rnc;zin Donusturtilen V Kli);(tesle)lISn
No P g kagein) /lrfL/dak) (umoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.002030.00336 1.65 492.61 2.72 0.9476
2 0.002180.00332 1.52 458.72 2.53 0.9934
3 0.001970.00361 1.83 507.61 2.8 0.9846
4 0.00209 0.0034 1.63 478.47 2.64 0.9898
5 0.001790.00305 1.70 558.66 3.08 0.9831

Tablo 4. 8: %10 Metanol vaginda enzimin K, ve V,, intersept ve @m parametrelerinin
ortalama dgerleri ve ortalamanin standart sapmgedterini icerecelgekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.67 £ 0.05

V. (Ug tirozin /mL/dak) 499.21 + 37.81
Donusturalen y, (Lmol tirozin/mL/min) 2.75+0.09
intersept 2.01x10% + 6.54x10°
Egim 3.35x10° + 8.97x10°
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Sekil 4. 14: %20 Metanol vagiinda alkalen proteaz enziminin,Ke V., degerlerini
belirlemek Uzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 9: %20 Metanol vaginda enzimirSekil 4.14'deki Lineweaver-Burk
diyagramindan belirlenmiK,,, ve V,, degerleri

Deney intersept  Egim (mK/n;nL ( ?i/rrgzin Donustuirilen V-, KE{E??P
No g kagein) /'rfL/dak) (umoltirozin/mL/dak) (r)y

1 0.00192 0.0038 1.98 520.83 2.87 0.9821
2 0.002060.00357 1.73 485.44 2.68 0.9765
3 0.002370.00322 1.36 421.94 2.33 0.9844
4 0.002180.00362 1.66 458.72 2.53 0.9812
5 0.001980.00328 1.66 505.05 2.78 0.9714
6 0.001990.00325 1.63 502.51 2.77 0.9874

Tablo 4. 10: %20 Metanol vaginda enzimin k; ve V,, intersept ve @m parametrelerinin
ortalama dgerleri ve ortalamanin standart sapmgetterini icerecelgekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.67 £ 0.08

Vm, (ug tirozin /mL/dak) 482.41 + 36.39
DonGstardlen Wy, (umol tirozin/mL/dak) 2.66 £ 0.08
intersept 2.08x10% + 6.65x10°
Egim 3.46x10% + 9.79x10°
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Sekil 4. 15: %25 Metanol vaginda alkalen proteaz enziminin,Ke V., degerlerini
belirlemek tzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 11: %25 Metanol vaginda enzimir§ekil 4.15'deki Lineweaver-Burk
diyagramindan belirlenmiK,, ve V,, degerleri

Deney intersept Egim (m:/n;nL ( ?i/rnc;zin Donustardilen V Kli);?slzls¥;n
No Pt k8 cazein) /lrlr?L/dak) (umoltirozin/mL/dak) (r)y

1 0.002290.00373 1.63 436.68 2.41 0.9947
2 0.002230.00387 1.73 448.43 2.47 0.977
3 0.002260.00381 1.69 442.48 2.44 0.9232
4 0.002180.00376 1.72 458.72 2.53 0.9999
5 0.002290.00383 1.67 436.68 2.41 0.9996
6 0.002530.00355 1.40 395.26 2.18 0.9801

Tablo 4. 12: %25 Metanol vaginda enzimin k, ve V,,, intersept ve @m parametrelerinin

ortalama dgerleri ve ortalamanin standart sapmgetterini icerecelgekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.64 £0.05

Vm. (ug tirozin /mL/dak) 436.37 +21.78
DonGstardlen y, (umoltirozin/mL/dak)| 2.41 + 0.05
Intersept 2.30x10° + 5.55x10°
Egim 3.76x10° + 4.64x10°
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Sekil 4. 16: %30 Metanol vagiinda alkalen proteaz enziminin,Ke V., degerlerini
belirlemek Uzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 13: %30 Metanol vaginda enzimir§ekil 4.16'daki Lineweaver-Burk
diyagramindan belirlenmiK,, ve V,, degerleri

Deney intersent  Esi Km Vin Donustirilen Vo, Korelasyon
No pt  Egim (gg/eTnL) (ngthozs! (umoltirozin/mL /dak) kat(sr";‘y's'
1 0.002710.00467 1.48 369.00 2.04 0.988
2 0.002120.00467 2.20 471.70 2.60 0.9723
3 0.00259 0.0042 1.62 386.10 2.13 0.9586
4 0.002640.00412 156 378.79 2.09 0.9623
5 0.002720.00414 1.52 367.65 2.03 0.9468

Tablo 4. 14: %30 Metanol vaginda enzimin k, ve V,,, intersept ve @m parametrelerinin
ortalama dgerleri ve ortalamanin standart sapmgetterini icerecelgekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.68 £0.13
Vm, (ug tirozin /mL/dak) 394.65 +43.73
DonGstaralen My, (umol tirozin/mL/dak)] 2.18 +0.11

Intersept
Egim

2.56x10% + 1.11x10*
4.36x10° + 1.28x10*
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4.3, 45, 4.7, 4.9, 411, 4.13 no’'lu tablolarda ve 4.4, 4.6, 4.8, 4.10, 4.12, 4.14 no’lu
tablolarda verilen ortalama,Kdezerlerine en yakin deney numaralarina ait veriler
kullanilarak metanolin c¢allan tim konsantrasyonlari icyekil 4.17°de gdsterilen
Lineweaver—Burk diyagrami ajturulmustur. Sekil 4.17°de gortlen Lineweaver—
Burk diyagramin metanollin alkalen proteaz Gzerinde non—kompetitif tip inhibisyon
olusturdusunu gostermektedirinhibisyonun kismi ya da gercek non-kompetitif
inhibisyon oldgunu gérmek ve K inhibisyon sabitini hesaplayabilmek icin
Lineweaver—Burk diyagramindan elde edilen interseptgualerden yararlanilarak
ikincil ¢izimlere gidilmistir. GOriinen @im ve gortnen intersept calan inhibitor
(organik ¢6zlcu) konsantrasyonunaskaaretlenerelgekil 4.18’de gdsterilen ikincil
cizimler elde edilmitir. ikincil gizimlerden hiperboller elde edilgtir. Bu durum;
metanoliin artan konsantrasyonlari varda enzimin kismi (hiperbolik) non—
kompetitif inhibisyona gradgl gostermgtir. Bolum 2.4.1 ve (2.24) ve (2.35) no’lu
esitliklerden yararlanilarak Ugtincil cizimlere gidiktit. Elde edilen dgrularin
egiminden, interseptinden ve x eksenini kgistioktalardan yararlanilarak p ve K
degerleri hesaplanmgtir. o degerinin 1, B degerinin de 0.41 M metanol ¢ikmasi
inihibisyonun kismi non—kompetitif inhibisyon olgunu d@rulamstir. Artan
metanol konsantrasyonlari vainda tguncul gizingekil 4.19°'da Uguncul ¢izimden
yararlanilarak elde edilen B ve K; degerleri tablo 4.15'te verilnstir.

0.01 — T
L ® Nativ Enzim (NE)

0.008 — o % 2,5MeOH + (NE)
_H"E‘ B o 9% 5 Metanol + (NE)
£ 0.006 -
_EI A %210 Metanol + (NE)
é 0004 v %20 Metanol + (NE)
5 - ¢ %25 Metanol + (NE)

0.002 - o %30 Metanol + (NE)

O 1 | 1 1 1 | 1 | 1 | 1

-5 -1 05 O 0.5 1 15 2
1/[S], (mg/mL kazein)

Sekil 4. 17: Metanoliin artan konsantrasyonlari ganbla olgturulan Lineweaver—Burk
diyagrami
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Sekil 4. 18: Artan metanol konsantrasyonlari vandaSekil 4.17'deki d@rularin &im ve
interseptlerinin metanol konsantrasyonunalk@aaretlenmesiyle okiurulan ikincil ¢izim

1600 ———————— 1600
1400 - o 1/pintersept 7 1400
1200 - o 1/Aegim 1 1200

21000 - 1 1000

% - 1 £

w )

£ 800 f 180 ¢

= I 1 3

S 600 | 1 600
400 | 1 400
200 | 1 200

0 i . | | | 1 | 1 1 | | 0

-2 -15 -1 -05 0 05 1 15 2

Metanol Konsantrasyonu, (M)

Sekil 4. 19: Artan metanol konsantrasyonlari varida olgturulan tguncul ¢gizim

Tablo 4. 15: Artan metanol konsantrasyonu gamtla Gctncul cizimlerden yararlanilarak
hesaplanan, f ve K deserleri

1/[1]-1/ Aintersept 1/[1]-1/ AEgim

r=0.9124 r=0.9164
intersept 724.00 429.27
Egim 540.31 316.74
B 0.41 -
o - 1.006
K. (M) 0.307 0.304
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Metanolin artan konsantrasyonlari varda alkalen proteaz enziminin kinetik
parametreleri olan k ve kd/Kn deserleri (3.4) no’lu denklemden, termodinamik
parametreleri ise (2.40), (2.41) ve (2.42) no’lu denklemlerden yararlanilarak
belirlenmg ve tablo 4.16’da kinetik parametreler, tablo 4.17'de termodinamik

parametreler verilngtir.

Tablo 4. 16: Artan metanol konsantrasyonu gamtla alkalen proteaz enziminin kinetik
parametreleri

% Km Vi Kecat Keal Km
Metanol (mg/mL kazein)  (umol tirozin/mL/min) (dak)*  (dak)(mg/MI kazein)™*
0 1.67 5.62 832.59 498.56
2.5 1.68 3.38 533.15 317.35
5 1.68 3.30 520.50 309.82
10 1.67 2.75 433.75 259.73
20 1.67 2.66 419.56 251.23
25 1.64 241 380.13 231.79
30 1.68 2.18 343.85 204.67

Tablo 4. 17: Artan metanol konsantrasyonu gantla alkalen proteaz enziminin
termodinamik parametreleri

% AG" AG? AG
E-T E-S
Metanol  (kJ/mol) (kd/mol)  (k3/mol)
0 67.65 -15.66 1.29
2.5 68.78 -14.53 1.31
5 68.84 -14.47 1.31
10 69.30 -14.01 1.29
20 69.38 -13.93 1.29
25 69.63 -13.68 1.25
30 69.88 -13.43 1.31

Calgilan metanol konsantrasyonlarina $aenzimin kinetik ve termodinamik
parametrelerisaretlendginde aralarinda divusal iligskiler belirlenmitir. Sekil 4.20

ve 4.21 enzimin k& ve ka/Km deserlerinin artan metanol konsantrasyonu ile lineer

olarak azaldiini géstermektedirSekil 4.22 ve 4.23 ise enziminG’, AG! . ve

AG. ¢ degerlerinin artan metanol konsantrasyonu ile lineer olarak gantti

gostermektedir. Metanolin  non-kompetitif  etkisinden dolayl,, Kdeseri
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degsismediginden AG, ¢ Kw'e bagli olarak dgistiginden K, ve AG. ¢ ile metanol

konsantrasyonu arasinda grafikglurulmamstir.

1000 T T T T T T T T T T T T T T T

800 r -

600 -

k.., (dak)*

400

200 -

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Metanol Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 20: Alkalen proteazink degerinin artan metanol konsantrasyonuylgmsal
degisimi (r= -0.9632)

600 T T T T T T T T T T T T T T T

500 -

400 .

300

200

K../K,,, (dak)(mg/mL kazein}

100 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Metanol Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 21: Alkalen proteazinifK, degerinin artan metanol konsantrasyonu il€msal
degisimi (r= -0.9585)
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Metanol Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 22: Alkalen proteazin aktivasyon serbest enerjisit@®’ artan metanol
konsantrasyonu ile giousal dgisimi (r=-0.9686)

'12 T T T T T T T T T T T T T T
-13
3
£ 14
2
L0o5 b .
o)
<
16 F i
_17 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Metanol Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 23: Alkalen proteazin gegnali serbest enerjisinilAG? ;) artan metanol
konsantrasyonu ile giousal dgisimi (r=-0.9621)

4.1.3.4.1.1 Metanol varlginda enzimatik katalizi etkileyen faktorlerin enzimin

kinetik ve termodinamik parametreleri ile ili skilendiriimesi

Organik c¢o6zicu ortaminda enzimatik katalizi etkileyen faktorlerden biri olan
¢cbzlcunun, cailan ¢dzucl konsantrasyonlarindaki log Psefeeri (2.43) no’lu
esitlikten yararlanilarak hesaplanilghr. Buna gore cajilan konsantrasyonlar ile
iliskili log P dezerleri tablo 4.18'de verilngtir. Calisilan metanol konsantrasyonlari
ile iliskili log P deserlerine kagi enzimin kinetik (a, KealKm) ve termodinamik

parametreleri AG”, AGY ) isaretlendginde aralarinda dpusal iliskiler

belirlenmitir.
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Tablo 4. 18: Farkl metanol konsantrasyonlaringiitilog P dgerleri

Metanol Log P
Konsantrasyonu, (%)

0 -1.380
2.5 -1.373

5 -1.366
10 -1.351
20 -1.318
25 -1.300
30 -1.281

Log P degerlerine kagilik gelen kinetik parametrelerin grafikleBekil 4.24 ve
4.25'de, termodinamik parametrelere gthk gelen grafiklerSekil 4.26 ve 4.27'de
gosterilmitir. Artan metanol konsantrasyonlarinda enzimin kinetik parametreleri
olan ka ve kafKn deserleriyle iliskili log P deserleri arasinda azalan bir grasal
ili gki

degsismediinden artan metanol konsantrasyonlari ilgkili log P deserleri ile K,

belirlenmitir. Non—kompetitif inhibitér varginda enzimin K, degeri

degerleri arasinda grafik ofturulmamstir. Artan metanol konsantrasyonunda

enzimin termodinamik parametreleri gkthdan, bu konsantrasyonlar ileskili log P
deserleri ile termodinamik parametrelerdaG”, AG! . arasinda artan bir gausal
iliski gozlenirkenAG. ¢ parametresi sadecenlegeri ile balantili oldugu i¢in grafik

olusturulmamstir.

100 T T T T T T T T T T T
o
80 -
2 60 | -
©
=
% o
£ 40 F i
20 b
o 1 1 1 1 1 1

-1.38 -1.36 -1.34 -1.32

log P

-1.3  -1.28

Sekil 4. 24: Alkalen proteazinkdegerinin artan metanol konsantrasyonlari ilgkili Log P
degerleri arasindaki lineer ggim (r= -0.9585)
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500 b
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300 - b

200 <

k../K, , (dak)(mg/mL kazein}

100 -

-1.38 -1.36 -1.34 -132 -1.3 -1.28
log P

Sekil 4. 25:Alkalen proteazinj¢K ., degerinin artan metanol konsantrasyonlar ilgkili
Log P dgerleri arasindaki liner ggsim (r=-0.9584)

72 T T T T T T T T T T T

71 b

70

69 r b

AG” (kJ/mol)

68 -

67 -

66 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1
-1.38 -136 -1.34 -1.32 -13 -1.28

log P

Sekil 4. 26:Alkalen proteazinG” degerleri ile artan metanol konsantrasyonlari ilgkili
Log P deerleri arasindaki lineer @aim (r= 0.9663)

'12 T T T T T T T T T T T
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-12.8
-13.2
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-14
-14.4
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-16
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-1.38 -1.36 -1.34 -132 -1.3 -1.28
log P

Sekil 4. 27:Alkalen proteazidG}: , dezerleri ile artan metanol konsantrasyonlari ilgkili
Log P deerleri arasindaki lineer dsim (r= 0.9663)
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Organik ¢o6zlucu ortaminda enzimatik katalizi etkileyen bigkadaktor, ¢oziclinin
dielektrik sabitidir. Metanolin artan konsantrasyonu ilgkiili dielektrik sabitleri
sekil 2.30 ve (2.6) no’lu tablodan yararlanilarak hesaplsimnmBuna goére cajilan

konsantrasyonlar ile gkili dielektrik sabitleri tablo 4.19'da verilngiir.

Tablo 4. 19: Artan metanol konsantrasyonlari ikkili dielektrik sabitleri

Metanol Dielektrik
Konsantrasyonu, %) sabiti, ()

0 81.04

2.5 79.19

5 77.39

10 72.37

20 67.48

25 64.37

30 62.71

100 30.68

Calsilan metanol konsantrasyonlari ileskili dielektrik sabitlerine kagi enzimin
kinetik (Keas kealKm) ve termodinamik parametrelech@”, AGE ) isaretlenmg ve

aralarinda dgrusal iligkiler belirlenmitir. Dielektrik sabitlerine kanlik gelen
kinetik parametrelerings, kKeafKm) grafikleri sekil 4.28, ve 4.29'da, termodinamik
parametreler&(G”, AGY ;) kasilik gelen grafikler iseSekil 4.30 ve 4.31'de
gosterilmitir. Artan metanol konsantrasyonlarinda gerggdhe non—kompetitif
inhibisyon icin K, degeri desismediginden Ky'e karl ¢ grafigi olusturulmamstir.
Enzimin dger kinetik parametreleri olan ;& ve ka/Ky ile artan metanol

konsantrasyonlariyla gkili ¢ degerleri arasinda artan lineersKiler gézlenmgtir.
Enzimin termodinamik parametrelerindeAG* ve AG! . ile artan metanol
konsantrasyonlariyla gkili ¢ deserleri arasinda ise lineer olarak azalan bikili
belirlenmitir. AG. ¢ parametresi sadece.degeri ile bglantili oldusu igin AG, ¢ ve

¢ degerleri arasinda grafik ojturulmamstir.
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Sekil 4. 28: Alkalen proteazinkdezgerleri ile artan metanol konsantrasyonlari ilgkili
dielektrik sabitleri arasindaki lineer glgim (r= 0.9816)
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Sekil 4. 29: Alkalen proteazini/K, degerleri ile artan metanol konsantrasyonlari ilgkili
dielektrik sabitleri arasindaki lineer glgim (r= 0.9755)
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Sekil 4. 30: Alkalen proteazinG* dezerleriyle artan metanol konsantrasyonlari ilgkili
dielektrik sabitleri arasindaki lineer ggim (r=-0.9794)

117



-13.4
136 |
138 |
14 |
142 |
144 |

AGY ., (kd/mol)

-14.6
-14.8

-15 i . 1 . 1 . 1 . 1
60 65 70 75 80 85

€

Sekil 4. 31: Alkalen proteazihG}. . degerleriyle artan metanol konsantrasyonlari ilgkili
dielektrik sabitleri arasindaki lineer ggim (r=-0.9709)

4.1.3.4.2 Etanol varlginda enzimin kinetik ve termodinamik parametrelerinin
belirlenmesi

Etanol icin %10, 15, 20, 25, ve %30 konsantrasyonlarindailgaktir. Calsilan
konsantrasyonlarda enzimin kinetik parametrelerini belirlemek icirstwoluan
Lineweaver—Burk diyagramlagekil 4.32, 4.33, 4.34, 4.35 ve 4.36’da gostertimi
Kinetik incelemelerin belirlenmesinde d@ngic hizi dl¢cimleri Folin-Ciocalteau
reaktifi iceren yontem ile yapilgtir. Calsilan etanol konsantrasyonlarinda elde
edilen Lineweaver-Burk diyagramlariningien ve interseptleri ile bunlardan
hesaplanan K ve Vi, deserleri sirasiyla tablo 4.20, 4.22, 4.24, 4.26, 4.28'de
verilmistir. Hesaplanan K ve Vi, degerleri ile Lineweaver-Burk diyagramlarinin
intersept ve gimlerinin ortalamalari, standart sapmalari ile birlikte tablo 4.21, 4.23,
4.25, 4.27 ve 4.29'da verilgtir.
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Sekil 4. 32: %10 Etanol vagiinda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini
belirlemek Uzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 20: %10 Etanol vaginda enzimirSekil 4.32'deki Lineweaver-Burk diyagramiyla
belirlenmis K, ve V;, degerleri

Deney intersept Egim (mg/nr]nL (pg:i/rrcr;zin Donu stu_rulen Vin Kl(()ar.?Sk;;}I/SOIn
No kazein) /mLidak) (umoltirozin/mL/dak) ")
1 0.001010.00155 1.53 990.10 5.46 0.9729
2 0.000980.00144 1.47 1020.41 5.63 0.9770
3 0.001080.00187 1.73 925.93 5.11 0.9928
4 0.001010.00178 1.76 990.10 5.46 0.9657
5 0.000890.00163 1.83 112,60 6.20 0.9925

Tablo 4. 21: %10 Etanol vaginda enzimin k; ve V., intersept ve @m parametrelerinin
ortalama dgerleri ve ortalamalarin standart sapmgetterini icerecelgekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.67 £ 0.07

V. (Ug tirozin /mL/dak) 1010.03 £ 32.39
Donusturdlen y, (umoltirozin/mL/dak) | 5.57 £ 0.18
intersept 9.94x10% + 3.08x10°
Egim 1.65x10° + 7.74x10°
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Sekil 4. 33: %15 Etanol vaginda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini
belirlemek tzere cizilen Lineweaver-Burk diyagrami

Tablo 4. 22: %15 Etanol vaginda enzimir§ekil 4.33'deki Lineweaver-Burk diyagramiyla
belirlenmi K, ve V;, degerleri

Deney intersept  Egim (mK/n;nL ( ?i/rrgzin Donusturilen V-, KE{E??P
No g kagein) /'rfL/dak) (umoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.001060.00175 1.65 943.4 521 0.9952
2 0.001090.00199 1.83 917.43 5.06 0.9992
3 0.001160.00206 1.78 862.07 4.76 0.9848
4 0.001180.00168 1.42 847.46 4.68 0.9965
5 0.001070.00179 1.67 934.58 5.16 0.9603

Tablo 4. 23: %15 Etanol vaginda enzimin k;, ve V., intersept ve @m parametrelerinin
ortalama dgerleri ve ortalamanin standart sapmgedterini icerecelgekilde ifadesi

Km (Mmg/mL kazein) 1.67 £ 0.07

Vm (ug tirozin /mL/dak) 900.99 + 19.47
Dondstaralen Vy, (umol tirozin/mL/dak) | 4.97 £0.11
intersept 1.12x10° + 2.44x10°
Egim 1.85x10° + 7.28x10°
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Sekil 4. 34: %20 Etanol vagiinda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini
belirlemek Uzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 24: %20 Etanol vaginda enzimir§ekil 4.34'teki Lineweaver-Burk diyagramiyla
belirlenmis K, ve V;, degerleri

Deney intersept  Egim (mK/n;nL ( ?i/rrgzin Donusturilen V-, KE{E??P
No g kagein) /'rfL/dak) (umoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.0015 0.00257 1.71 666.67 3.68 0.9964
2 0.001380.00218 1.58 724.64 4.00 0.9984
3 0.001280.00236 1.84 781.25 4.31 0.9754
4 0.001460.00245 1.69 684.93 3.78 0.9728
5 0.001300.00214 1.65 769.23 4.24 0.9981

Tablo 4. 25: %20 Etanol vaginda enzimin k; ve V., intersept ve @m parametrelerinin
ortalama dgerleri ve ortalamanin standart sapmgetterini icerecelgekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.69 +0.04

Vm (ug tirozin /mL/dak) 725.34 £ 22.50
Dondstardlen Vy, (umol tirozin/mL/dak) | 4.00 £ 0.12
intersept 1.38x10° + 4.31x10°
Egim 2.34x10% + 8.09x10°
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Sekil 4. 35: %25 Etanol vagiinda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini
belirlemek Uzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 26: %25 Etanol vaginda enzimirSekil 4.35'teki Lineweaver-Burk diyagramiyla
belirlenmi K, ve V;, degerleri

Deney intersept  Egim (mK/n;nL ( ?i/rrgzin Donusturilen V-, KE{E??P
No g kagein) /'rfL/dak) (umoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.0017 0.00286 1.68 588.24 3.25 0.9874
2 0.001770.00295 1.67 564.97 3.12 0.9800
3 0.001840.00299 1.62 543.48 3.00 0.9932
4 0.0018 0.00314 1.74 555.56 3.07 0.9600
5 0.001620.00269 1.66 617.28 341 0.9921

Tablo 4. 27: %25 Etanol vaginda enzimin k;, ve V., intersept ve @m parametrelerinin
ortalama dgerleri ve ortalamanin standart sapmgetterini icerecelgekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.68 £ 0.02

Vm (ug tirozin /mL/dak) 573.90 £ 22.50
Dondstardlen Vy, (umol tirozin/mL/dak) | 3.17 £ 0.07
intersept 1.75x10° + 3.89x10°
Egim 2.93x10° + 7.43x10°
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Sekil 4. 36: %30 Etanol vaginda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini
belirlemek Uzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 28: %30 Etanol vaginda enzimirSekil 4.36’daki Lineweaver-Burk diyagramiyla
belirlenmis K, ve V;, degerleri

Km vm T Korelasyon

Dﬁlr:)ey Intersept  Egim (Igg/er?nls (/lrlrglfl/:jozjlg (p%%?tlijrs;l;irﬁllfnnu\(/jr:k) kat(sr?;lyIS|
1 0.002240.00354 1.58 446.43 2.46 0.9649
2 0.002220.00346 1.56 450.45 2.49 0.9872
3 0.001860.00322 1.73 537.63 2.97 0.9852
4 0.001840.00255 1.39 543.48 3.00 0.9634
5 0.002040.00369 1.81 490.20 2.70 0.9863

Tablo 4. 29: %30 Etanol vaginda enzimin k; ve V., intersept ve @m parametrelerinin
ortalama dgerleri ve ortalamanin standart sapmgetterini icerecelgekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein)

Vm. (g tirozin /mL/dak)
DonGstaralen W, (umoltirozin/mL/dak)| 2.66 + 0.10

Intersept
Egim

1.67 +0.06

493.64 + 20.65

2.04x10° + 8.51x10°
3.29x10° + 2.00x10*
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4.20, 4.22, 4.24, 4.26, 4.28 no’lu tablolarda ve 4.21, 4.23, 4.25, 4.27 ve 4.29 no’lu
tablolarda verilen ortalama,Kdegerlerine en yakin deney numaralarina ait deney
seti secilerek etanolun cglan tim konsantrasyonlari icgekil 4.31'de gdsterilen
Lineweaver—Burk diyagrami ajturulmustur. Sekil 4.37’de gortlen Lineweaver—
Burk diyagramin etanolun alkalen proteaz Uzerinde non—kompetitif tip inhibisyon
olusturduzunu gostermektedirinhibisyonun kismi ya da gercek non-kompetitif
inhibisyon oldgunu gérmek ve K inhibisyon sabitini hesaplayabilmek icin
Lineweaver—Burk diyagramindan elde edilen interseptgualer calsilan inhibitor
(organik ¢6zlcu) konsantrasyonunaskaaretlenerelgekil 4.38’de gdsterilen ikincil
cizimler elde edilmitir. ikincil gizimler lineer dg@rular verdginden etanolun artan
konsantrasyonlari vaginda enzimin gercek (basit) non—kompetitif inhibisyona
ugradil belirlenmitir. Elde edilen dgrularin €iminden, yatay ve digy eksen
uzerindeki interseptlerinden yararlanilarakde€seri hesaplanngive sonuglar Tablo
4.30'da verilmgtir.

F T T T T T
0.007 ® Nativ Enzim (NE)
0.006 o 10% Etanol + (NE
%5\ 0.005 — o 15% Etanol + (NE
= L
I A 20% Etanol + (NE
E o.oo4j 0 (
2 0003 - v 25% Etanol + (NE
R
= i ¢ 30% Etanol + (NE
~ 0.002 } 0 (
0.001
O I 1 | 1 1 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 ]

-15 -1 05 0 05 1 15 2 25 3
1/[S], (mg/mL kazeir)

Sekil 4. 37: Etanoliin artan konsantrasyonlari gamtla olgturulan Lineweaver—Burk
diyagrami
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6 5-4-3-2-1012 3 45 6

Etanol Konsantrasyonu, (M)

Sekil 4. 38: Artan etanol konsantrasyonlari varidaSekil 4.37’deki dgrularin gim ve
interseptlerinin etanol konsantrasyonunakgaretlenmesiyle okturulan ikincil gizim

Tablo 4. 30: Artan etanol konsantrasyonu ganhla ikincil cizimlerden yararlanilarak
hesaplanan, p ve K degeri

(K o/ Vmgor [T-1/V mgor
r=0.9252 r=0.9168
Intersept 0.00127 0.00076
Egim 0.00035 0.00022
Ki , (M) 3.63 3.46

Etanolin artan konsantrasyonlari varida alkalen proteaz enziminin belirlegmi
Kinetik parametreleri @ ve ka/Kn deserleri) (3.4) no’lu denklemden,
termodinamik parametreleri ise (2.40), (2.41) ve (2.42) no’lu denklemlerden

yararlanilarak hesaplangnve sirasiyla tablo 4.31 ve 4.33'de parametreler vetimi

Tablo 4. 31: Artan etanol konsantrasyonu ganka alkalen proteaz enziminin kinetik
parametreleri

% Km Vi Keat KealKm
Etanol (mg/mL kazein)  (umol tirozin/mL/min)  (dak)!  (dak)*(mg/mL kazein)*
0 1.67 5.62 832.59 498.56
10 1.67 5.57 838.85 502.31
15 1.67 497 748.50 448.22
20 1.69 4.00 602.41 356.46
25 1.68 3.17 477.43 285.91
30 1.67 2.66 406.57 243.46
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Tablo 4. 32: Artan etanol konsantrasyonu gankla alkalen proteaz enziminin termodinamik
parametreleri

% AG” AG! AG
E-T E-S
Etanol  (kJ/mol) (kd/mol)  (kJ/mol)
0 67.65 -15.66 1.29
10 67.64 -15.67 1.29
15 67.92 -15.39 1.29
20 68.47 -14.84 1.32
25 69.06 -14.25 1.29
30 69.49 -13.85 1.29

Calgilan etanol konsantrasyonlarina «arenzimin kinetik ve termodinamik
parametreleri saretlendginmis ve aralarinda dgusal iliskiler belirlenmitir.
Enzimin kg ve kd/Ky deserlerinin artan etanol konsantrasyonu ile lineer olarak

azaldg gorilmistir (Sekil 4.39 ve 4.40). Termodinamik parametreleri o®’ ve
AG! . degerlerinin ise lineer olarak argl gortimistur  (Sekil 4.41 ve 4.42).
Etanolin enzim Uzerindeki gercek non-kompetitif inhibisyon etkisi nedeniyle
calisilan etanol konsantrasyonlarinda, Idegeri desismediginden AG. ¢ degeri de
degismedigi icin K ve AG. J'nin etanol konsantrasyonlarina kargrafikleri

olusturulmamstir.

700 —
1100 | §
1000 |
900 &
800 |
700 |
600 |
500 |
400 |
300 |
00 Lo v o v L

0O 5 10 15 20 25 30 35 40

Etanol Konsantrasyonu, (%)

k.. (dak?)

Sekil 4. 39: Alkalen proteazink dezerinin artan etanol konsantrasyonuyl&sal
degisimi (r= -0.9943)
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Etanol Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 40: Alkalen proteazin kK, degerinin artan etanol konsantrasyonuyl&uasal

desisimi (r= -0.9934)

72 T T T T T T T T T T T T T T T

71 R

AG*, (kd/mol)

66 L Il L Il L Il L Il L Il L Il L Il L
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Etanol Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 41: Alkalen proteazidG* degerinin artan etanol konsantrasyonuyl&udrsal

Sekil 4.

desisimi (r= 0.9942)

AGY.;, (kd/mol)

-10.5

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Etanol Konsantrasyonu, (%)

42: Alkalen proteazidG}. , degerinin artan etanol konsantrasyonuyl@uasal
degisimi (r= 0.9943)
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4.1.3.4.2.1 Etanol variginda enzimatik katalizi etkileyen faktorlerin enzimin

kinetik ve termodinamik parametreleri ile ili skilendiriimesi

Artan etanol konsantrasyonu ilesKili log P deserleri (2.43) no’'lu gitlikten
yararlanilarak hesaplanghr. Buna gore etanolin cslan konsantrasyonlar ile

ili skili log P dezerleri tablo 4.33'te verilngtir.

Tablo 4. 33: Artan etanol konsantrasyonlari ilgkili log P dezerleri

Etanol Log P
Konsantrasyonu, (%) 9
0 -1.380
10 -1.345
15 -1.328
20 -1.311
25 -1.296
30 -1.280

Calisilan etanol konsantrasyonlari ileskili log P dezerlerine kagilik gelen enzimin
Keas KealKm, AG" ve AG! . degerleri arasindadogrusal iliskiler belirlenmitir.
Enzimin kg ve ka/Kn degerlerinin artan etanol konsantrasyonlarinasiea gelen
Log P deerleri ile lineer olarak azalgh AG" ve AG! . degerlerinin ise lineer olarak

arttigr goralmigtar (Sekil 4.43, 4.44, 4.45 ve 4.46). Etanolin enzim Uzerindeki gercek

non-kompetitif inhibisyon etkisi nedeniyle enzimin e¢dln bitin etanol

konsantrasyonlarindaKdegismediginden AG. ¢ de sadece Kdegeri ile bglantili

oldugundan Ky'e karsi log P veAG. ¢’e karsi log P diyagramlari okiurulmamstir.
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-1.38 -1.36 -1.34 -132 -13 -1.28
log P

Sekil 4. 43: Alkalen proteazinkdegerinin artan etanol konsantrasyonlari ilgkili Log P
degerleri arasindaki lineer ggim (r= -0.9952)

800 N B e B T
700 1
600
500
400

300

k{K, , (dak)(mg/mL kazein)

200

100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
-1.38 -136 -1.34 -1.32 -1.3 -1.28
log P

Sekil 4. 44: Alkalen proteazin kK, degerlerinin artan etanol konsantrasyonlari ilgkili
Log P deerleri arasindaki lineer gsim (r= -0.9949)

71 T T T T T T T T T T T

70 .

69

AG* ,(kJ/mol)

68

67

66

-1.38 -1.36 -1.34 -132 -13 -1.28
log P

Sekil 4. 45: Alkalen proteazinG” degerlerinin artan etanol konsantrasyonlart ilgkili
Log P deerleri arasindaki lineer @sim (r= 0.9923)
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Sekil 4. 46: Alkalen proteazinG}. . degerleri ile artan etanol konsantrasyonlari ilgkili
Log P deerleri arasindaki lineer gsim (r= -0.9923)

Etanolin artan konsantrasyonu ilgklli dielektrik sabitlerisekil 2.31 ve (2.7) no’lu
tablodan yararlanilarak hesaplagim Buna gore cajilan konsantrasyonlar ile

ili skili dielektrik sabitleri tablo 4.34'te verilrgtir.

Tablo 4. 34: Artan etanol konsantrasyonlari ilgkili dielektrik sabitleri

Etanol Dielektrik

Konsantrasyonu, (%) sabiti
0 82.49

10 71.22

15 68.93

20 65.37

25 61.15

30 59.43

100 23.48

Caligilan etanol konsantrasyonlari ileskKili dielektrik sabitlerine kanlik gelen
enzimin ka, kealKm, AG” ve AG! . deserleri arasindaogrusal iliskiler belirlenmitir.

Enzimin kg ve ka/Kn degerlerinin artan etanol konsantrasyonlarinasiear gelen
dielektrik sabiti dgerleriyle lineer olarak artfi, AG” ve AGE ., deserlerinin ise lineer

olarak azaldy gorilmistir (Sekil 4.47, 4.48, 4.49 ve 4.50). Etanolin enzim tzerindeki

gercek non-kompetitif inhibisyon etkisi nedeniyle enzimin sgaim bitiin etanol

konsantrasyonlarinda,Kdegeri desismediginden AG. ¢ de sadece K ile balantili

oldugundan K, ve AG. .'in dielektrik sabitleri ile dgisimi olmadg! icin diyagramlar da

olusturulmamstir.
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Sekil 4. 47: Alkalen proteazinkdeserleri ile artan etanol konsantrasyonlari ilgkili
dielektrik sabitleri arasindaki lineer glgim (r= 0.9982)
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Sekil 4. 48: Alkalen proteazinkK, degerleri ile artan etanol konsantrasyonlari ilgkili
dielektrik sabitleri arasindaki lineer ggim (r= 0.9971)

46.5

46

45.5

AG*, (kd/mol)

45

44.5

44 Lo v v v v N 1
58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84

€

Sekil 4. 49: Alkalen proteazinG* degerleri ile artan etanol konsantrasyonlari ilgkili
dielektrik sabitleri arasindaki lineer ggim (r=-0.9964)
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Sekil 4. 50: Alkalen proteazinGy. ., degerleri ile artan etanol konsantrasyonlari ilgkili
dielektrik sabitleri arasindaki lineer ggim (r=-0.9963)

4.1.3.4.3 n-propanol varlginda enzimin kinetik ve termodinamik

parametrelerinin belirlenmesi

n-propanol i¢in %5, 10, 12.5 15 ve %20 konsantrasyonlarindalimagtir. Calsilan
konsantrasyonlarda enzimin kinetik parametrelerini belirlemek icirstwiluan
Lineweaver—Burk diyagramlasekil 4.51, 4.52, 4.53, 4.54 ve 4.55'te gOsterghmi
Kinetik parametrelerin belirlenmesinde stengic hizi 6lgiimleri Folin-Ciocalteau
reaktifi iceren yontemle yapilgtir. Calsilan n-propanol konsantrasyonlarinda elde
edilen Lineweaver-Burk diyagramlariningimleri ve interseptleri ile bunlardan
hesaplanan K ve V,, deserleri sirasiyla tablo 4.35, 4.37, 4.39, 4.41, 4.43'te
verilmistir. Hesaplanan K ve Vi, degerleri ile Lineweaver-Burk diyagramlarinin
intersept ve gmlerinin ortalamalari, standart sapmalari ile birlikte tablo 4.36, 4.38,
4.40, 4.42 ve 4.44'te verilmtir.
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Sekil 4. 51: %5 n-propanol vagiinda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini
belirlemek Uzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 35: %5 n-propanol vatinda enzimir§ekil 4.51'deki Lineweaver-Burk
diyagramiyla belirlenmiK, ve V,, degerleri

Deney intersept Egim (mg/nFnL ( :i/rrcr])zin Donustaralen Vm KI?;?SIZSQn
No kazein) /lrlr?L/dak) (umoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.000960.00164 1.71 1041.67 5.75 0.9873
2 0.000990.00154 156 1010.1 5.57 0.986
3 0.000980.00166 1.69 1020.41 5.63 0.9683
4 0.001000.00160 1.60 1000.00 5.52 0.9864
5 0.000870.00165 1.89 1149.43 6.34 0.9859

Tablo 4. 36: %5 n-propanol vatinda enzimin K, ve V, intersept ve @m parametrelerinin
ortalama dgerleri ve ortalamanin standart sapmgetterini icerecelgekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.69 =+ 0.06

Vm, (ug tirozin /mL/dak) 1044.32 £ 27.17
DonGstaralen My, (umol tirozin/mL/dak)| 5.61 + 0.15
intersept 9.60x10" + 2.34x10°
Egim 1.62x10° + 2.20x10°
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Sekil 4. 52: %10 n-propanol vaginda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini
belirlemek tzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 37: %10 n-propanol vatinda enzimirSekil 4.52'deki Lineweaver-Burk
diyagramiyla belirlenmiK, ve V,, degerleri

Deney intersept Egim (mg/rTr]nL (pg?i/rnc:zin D('jn_[] stu_rulenvm KE;?SlZi)I/;n
No kazein) ImLidak) (umoltirozin/mL/dak) "
1 0.001140.00189 166 877.19 4.84 0.9874
2 0.001160.00187 1.61 862.07 4.76 0.9896
3 0.001180.00193 1.64 847.46 4.68 0.9766
4 0.001140.00184 161 877.19 4.84 0.9819
5 0.001120.00191 171 892.86 4.93 0.9967
6 0.001270.00208 1.64 787.40 4.35 0.9859

Tablo 4. 38: %10 n-propanol vatinda enzimin Ik, ve V., intersept ve @m
parametrelerinin ortalama geerleri ve ortalamanin standart sapmgetéerini icerecek
sekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.65 +£0.04

Vm. (1g tirozin /mL/dak) 857.36% 15.34
DonGstaralen W, (umoltirozin/mL/dak)| 4.73 £0.20
intersept 1.17x10° + 2.20x10°
Egim 1.92x10° + 3.44x10°
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Sekil 4. 53: %12.5 n-propanol vaginda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini

belirlemek Uzere cizilen Linewe

Tablo 4. 39: %12.5 n-propanol vaninda enzimi

aver—Burk diyagrami

rSekil 4.53'deki Lineweaver-Burk

diyagramiyla belirlenmiK, ve V,, degerleri

Deney intersept Egim (mK/TnL ( ?i/rnc:zin Donustuirtilen V KE;?SlZS)I/;n
No P g kagein) /lrlr?L/dak) (umoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.00144 0.0025 1.74 694.44 3.83 0.9996
2 0.001470.00258 1.76 680.27 3.75 0.9819
3 0.001460.00238 1.63 684.93 3.78 0.9811
4 0.00148 0.0025 1.69 675.68 3.73 0.9726
5 0.001570.00253 1.61 636.94 3.51 0.9762

Tablo 4. 40: %12.5 n-propanol vaiinda enzimin I, ve V,, intersept ve @m
parametrelerinin ortalama geerleri ve ortalamanin standart sapmgetéerini icerecek

sekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein)

Vm. (g tirozin /mL/dak)
DonGstaralen Vy(nmoltirozin/mL/dak)
Intersept

Egim

1.68 + 0.03

674.45 + 9.02

3.72 +0.05
1.45x10° + 2.25x10°
2.45x10° + 3.29x10°
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Sekil 4. 54: %15 n-propanol vaginda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini
belirlemek tGzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 41: %15 n-propanol vaiinda enzimirekil 4.54’teki Lineweaver-Burk
diyagramiyla belirlenmiK, ve V,, degerleri

Deney intersept  Egim (mK/nFnL ( :i/rn(;zin Dondstdriilen V KE{E??P
No g kagein) /lrlr?L/dak) (wmoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.001940.00275 1.42 515.46 2.84 0.976
2 0.001790.00302 1.69 558.66 3.08 0.9917
3 0.001700.00292 1.72 588.24 3.25 0.9838
4 0.001480.00247 1.67 675.68 3.73 0.9699
5 0.001530.00278 1.82 653.59 3.61 0.9815

Tablo 4. 42: %15 n-propanol vaiinda enzimin Ig ve V,, intersept ve @m
parametrelerinin ortalama geerleri ve ortalamanin standart sapmgetéerini icerecek
sekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.66 = 0.07

Vm (ug tirozin /mL/dak) 598.33+ 27.06
Dondstardlen Vy, (umol tirozin/mL/dak)| 3.30 £ 0.16
intersept 1.69x10° + 8.43x10°
Egim 2.79x10% + 9.32x10°
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Sekil 4. 55: %20 n-propanol vaginda alkalen proteaz enziminin,ke V,, degerlerini
belirlemek tzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 43: 20% n-propanol vaiinda enzimirekil 4.55'teki Lineweaver-Burk
diyagramiyla belirlenmiK, ve V,, degerleri

Deney intersept Egim (mK/nr1nL ( ?i/rnc:zin Dondstdiriilen Vm KE;?QZS)IISH
No P g kagein) /lrlr?L/dak) (umoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.002270.00382 1.68 440.53 2.43 0.9815
2 0.002480.00380 1.53 403.23 2.22 0.9902
3 0.002380.00370 1.55 420.17 2.31 0.9893
4 0.002360.00453 1.92 423.73 2.34 0.9643
5 0.002710.00431 1.59 369.00 2.04 0.9744

Tablo 4. 44: 20% n-propanol vatinda enzimin Ik ve V., intersept ve @m
parametrelerinin ortalama geerleri ve ortalamanin standart sapmgedéerini icerecek
sekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.66 £ 0.07

Vm. (g tirozin /mL/dak) 411.33 +11.07
DonGstaralen W, (umoltirozin/mL/dak)| 2.27 + 0.07
intersept 2.44x10° + 7.53x10°
Egim 4.03x10° + 1.63x10"
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4.35, 4.37, 4.39, 4.41 ve 4.43 no’lu tablolarda ve 4.36, 4.38, 4.40, 4.42 ve 4.44 no’'lu
tablolarda verilen ortalama,Kdegerlerine en yakin deney numaralarina ait deney
seti secilerek n-propanolin galan tim konsantrsayonlari icigekil 4.56'da
gosterilen Lineweaver-Burk diyagrami glurulmustur. Sekil 4.56’da n-propanolin
artan konsantrasyonlari vainda cizilen Lineweaver—Burk diyagrami, n-propanolin
alkalen proteaz Uzerinde non-kompetitif tip inhibisyon switdusunu
gOstermektedir. inhibisyonun kismi ya da gercek non-kompetitif inhibisyon
oldugunu gérmek ve Kinhibisyon sabitini hesaplayabilmek icin Lineweaver—Burk
diyagramindan elde edilen intersept vginder calsilan inhibitér (n-propanol)
konsantrasyonuna karisaretlenerekSekil 4.57'de gdésterilen ikincil ¢izimler elde
edilmistir. Ikincil cizimlerden elde edilen lineer galar n-propanoliin artan
konsantrasyonlari vaginda enzimin gercek (basit) non—kompetitif inhibisyona
ugradgini gostermytir. Elde edilen dgrularin giminden, yatay ve digy eksen
uzerindeki interseptlerinden yararlanilarakd€seri hesaplanmive sonuglar 4.45'te

verilmistir.

0.01 r ® Nativ Enzim (NE)

I o %5 n-propanol + (NE)

- 0.008 |
= i 0 %10 n-propanol + (NE)
£
= 0.006 A %12,5 n-propanol + (NE
=
2 I v %15 n-propanol + (NE)
= 0.004
= i ¢ %20 n-propanol + (NE)

0.002 |

0

-15 -1 05 0 05 1 15 2 25 3
1/[S], (mg/mL kazein)

Sekil 4. 56: n-propanoliin artan konsantrasyonlar geutia olgturulan Lineweaver—Burk
diyagrami
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Sekil 4. 57: Artan n-propanol konsantrasyonlari \@nidaSekil 4.56’daki d@rularin eim
ve interseptlerinin n-propanol konsantrasyonunai kgairetlenmesiyle okiurulan ikincil
gizim

Tablo 4. 45: Artan n-propanol konsantrasyonu gartia ikincil ¢cizimlerden yararlanilarak
hesaplanan, p ve K degeri

(K o/ Vmgor [T-1/V mgor

r=0.9135 r=0.9100

Intersept 0.00117 0.00070

Egim 0.00089 0.00054
Ki (M) 1.31 1.30

n-propanolin artan konsantrasyonlari anda alkalen proteaz enziminin
belirlenmg kinetik parametreleri ¢ ve ki/Kn, deserleri) (3.4) no’lu denklemden,
termodinamik parametreleri ise (2.40), (2.41) ve (2.42) no’lu denklemlerden

yararlanilarak hesaplangnve sirasiyla tablo 4.46 ve 4.47'de veritii

Tablo 4. 46: Artan n-propanol konsantrasyonu gartla alkalen proteaz enziminin kinetik
parametreleri

% Km Vi Kcat KealKm
n-propanol (mg/mL (umol tirozin/mL/min)  (dak)*  (dak)*(mg/mL kazein)*
kazein)
0 1.67 5.62 832.59 498.56
5 1.69 5.61 506.31 299.59
10 1.68 4.73 426.13 252.46
12.5 1.68 3.72 335.12 199.48
15 1.66 3.30 297.29 179.09
20 1.66 2.27 204.52 123.20
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Tablo 4. 47: Artan n-propanol konsantrasyonu gartia alkalen proteaz enziminin
termodinamik parametreleri

% AG" AGL,  AG.
n-propanol  (kJ/mol)  (kJ/mol)  (kJ/mol)
0 67.65 -15.66 1.29

5 68.91 -14.40 1.32

10 69.34 -13.96 1.31
12.5 69.95 -13.36 1.31

15 70.25 -13.06 1.28

20 71.19 -12.12 1.28

Calisilan n-propanol konsantrasyonlarina skaenzimin kinetik ve termodinamik
parametreleri saretlendginmis ve aralarinda dgusal iliskiler belirlenmitir.
Enzimin kg ve kd/K, deserlerinin artan n-propanol konsantrasyonu ile lineer
olarak azaldii; termodinamik parametreler olahG" ve AG? . deserlerinin ise
lineer olarak artgi gortlmistir (Sekil 4.58, 4.59, 4.60 ve 4.61). n-propanolin enzim
Uzerindeki gercek non-kompetitif inhibisyon etkisi nedeniylesgah n-propanol

konsantrasyonlarinda K degismediinden AG. ¢ degeri de dgismedigi K, ve

AG. ¢'in n-propanol konsantrasyonlarina gagrafikleri olusturulmamstir.

1000 LI I R L A L D L R L B L L R L |

800 -

600

K.y (dak)!

400

200

0 TR N TN NN NN AN T I T T T T T [ T S N |

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
n-propanol Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 58: Alkalen proteazinkdeserinin artan n-propanol konsantrasyonuylgrdsal
degisimi (r=-0.9922)
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Sekil 4. 59: Alkalen proteazin{K, degerlerinin artan n-propanol konsantrasyonuyla
dogrusal dgisimi (r=-0.9918)

72||||||||||||||||||||

AGY, (kJ/mol)

67 R

66 Lt v
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

n-propanol Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 60: Alkalen proteazinG* deserlerinin artan n-propanol konsantrasyonuyla
dogrusal dgisimi (r= 0.9876)

I e e LA B e m e s e e o

AGY ., (kd/mol)

.16 F 4

_17 TN N TN (NN N NS TR AN N (N SO [N TN AN T [N S NN T |
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
n-propanol Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 61: Alkalen proteazinG; , degerlerinin artan n-propanol konsantrasyonuyla
dogrusal dgisimi (r= 0.9882)
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4.1.3.4.3.1 n-propanol varkinda enzimatik katalizi etkileyen faktorlerin

enzimin kinetik ve termodinamik parametreleri ile ili skilendiriimesi

Artan n-propanol konsantrasyonu ileskili log P deserleri (2.43) no’lu itlikten
yararlanilarak hesaplangtir. Buna gére n-propanol csilan konsantrasyonlar ile

ili skili log P dezerleri tablo 4.48'de verilngtir.

Tablo 4. 48: Artan n-propanol konsantrasyonlari ikkilii log P deserleri

n-propanol

Konsantrasyonu, (%) Log P
0 -1.380

5 -1.360

10 -1.337

12.5 -1.326

15 -1.314

20 -1.287

Calisilan n-propanol konsantrasyonlari ileskiili log P deserlerine kagilik gelen
enzimin ka, kea!Km, AG* ve AGf;T degerleri arasinda dwusal iliskiler belirlenmitir.
Enziminkga Ve kafKm deserlerinin artan n-propanol konsantrasyonlaringikéirgelen log

P deerleriyle lineer olarak azalgh, AG" ve AGET dezerlerinin ise lineer olarak arg
gorulmistar (Sekil 4.62, 4.63, 4.64, 4.65). n-propanolin enzim uzerindeki gercek
non-kompetitif inhibisyon etkisi nedeniyle enzimin ed&n bdtin n-propanol

konsantrasyonlarinda.Kdegeri desismedginden AG. ¢'de sadece K ile baslantili

oldugundanAG; ¢ veKy'e karsi log P diyagramlari okgurulmamstir.

1000 — T T T T T T T T
I o
800 h

600

Kear-(dak)!

400

200

-1.38 -1.36 -1.34 -1.32 -1.3 -1.28 -1.26
log P

Sekil 4. 62: Alkalen proteazinkdegerinin artan n-propanol konsantrasyonlari ilgkili
Log P deerleri arasindaki lineer gsim (r= -0.9886)
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log P

Sekil 4. 63: Alkalen proteazini/Kdegerinin artan n-propanol konsantrasyonlari ilgkili
Log P dgerleri arasindaki lineer g¢gim (r=-0.9884)

72 — T T
71
70

69

AG* ,(kJ/mol)

68

67 -

66 Il L Il L Il L Il L Il L Il
-1.38 -1.36 -1.34 -132 -13 -1.28

log P

Sekil 4. 64: Alkalen proteazihG* deggerinin artan n-propanol konsantrasyonlari ilgkili
Log P deerleri arasindaki lineer ggim (r= 0.9906)

-11 —— 77— T

-12

-13
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-15
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-1.38 -1.36 -134 -132 -1.3 -1.28

log P

Sekil 4. 65: Alkalen proteaziaG}. ., degerinin artan n-propanol konsantrasyonlari ilgkili
Log P deerleri arasindaki lineer gsim (r= -0.9905)
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n-propanolin artan konsantrasyonu ilgkili dielektrik sabitlerisekil 2.32 ve (2.8)
no’lu tablodan yararlanilarak hesaplagim Buna gore ¢ajilan konsantrasyonlar ile
ili skili dielektrik sabitleri tablo 4.49’da verilngiir.

Tablo 4. 49: Artan n-propanol konsantrasyonlari ikkilli dielektrik sabitleri

n-propanol Dielektrik

Konsantrasyonu, (%) sabiti
0 83.18

5 77.36

10 70.26

125 69.38

15 66.91

20 63.37

100 19.57

Calisilan n-propanol konsantrasyonlari ileskili dielektrik sabitlerine kanlik gelen
enzimin kg, KealKm, AG* ve AGf;T ve AG. degerleri arasinda dusal iliskiler

belirlenmitir. ve aralarinda dgusal iliskiler belirlenmitir. Enzimin Kear Ve kaf K

degerlerinin artan n-propanol konsantrasyonlaringiklrgelen dielektrik sabiti dgerleriyle

lineer olarak artfi, AG" ve AGY . degerlerinin ise lineer olarak azafdigortlmistir

(Sekil 4.66, 4.67, 4.68, 4.69). n-propanolin enzim tzerindeki gercek non-kompetitif
inhibisyon etkisi nedeniyle enzimin ¢glan bitlin n-propanol konsantrasyonlarinda

Km degeri degsismediginden AG. ¢’de sadece Kile baslantili oldusundanAG, ¢ ve

Kmn'e karsi dielektrik sabiti diyagramlari ofturulmamstir

1000
900 [ o -
800 ]
700 | ]
600 |
500 |
400 |
300 |
200 |
100 F ]

kcat ’ (dak)l

60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84

€

Sekil 4. 66: Alkalen proteazinkdegerleri ile artan n-propanol konsantrasyonlari ilgkili
dielektrik sabitleri arasindaki lineer glgim (r=-0.9628)
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Sekil 4. 67: Alkalen proteazinkK, dezerleri ile artan n-propanol konsantrasyonlari ile
ili skili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r=0.9630)
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Sekil 4. 68: Alkalen proteazinG” degerleri ile artan n-propanol konsantrasyonlari ile
ili skili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gagim (r=-0.9393)
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Sekil 4. 69: Alkalen proteazinG. ., degerleri ile artan n-propanol konsantrasyonlari ile
ili skili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r=-0.9407)
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4.1.3.4.4 i-propanol varlginda enzimin kinetk ve termodinamik

parametrelerinin belirlenmesi

I-propanol icin %10, 15 20, 25 ve %30 konsantrasyonlarindgilgaktir. Calsilan
konsantrasyonlarda enzimin kinetik parametrelerini belirlemek icirstwoluan
Lineweaver—Burk diyagramlasekil 4.70, 4.71, 4.72, 4.73 ve 4.74'te goOstershini
Kinetik parametrelerin belirlenmesinde stengic hizi 6élgtimleri Folin-Ciocalteau
reaktifi iceren yontem ile yapilgtir. Calsilan i-propanol konsantrasyonlarinda elde
edilen Lineweaver-Burk diyagramlariningimleri ve interseptleri ile bunlardan
hesaplanan K ve Vi, deserleri sirasiyla tablo 4.50, 4.52, 4.54, 4.56, 4.58'de
verilmistir. Hesaplanan K ve Vi, degerleri ile Lineweaver-Burk diyagramlarinin
intersept ve gimlerinin ortalamalari, standart sapmalari ile birlikte tablo 4.51, 4.53,
4.55, 4.57 ve 4.59'da verilgtir.

0014 T T T T T T T T T T T T T T T T
i 4| © 1. Deney
0.012 1
L il © 2.Deney
= 0.01 T 1| 2 3.Deney
S
S 0.008 1| v 4. Deney
S - i
3 0.006 F © 5. Deney
5 0.004 : o 6. Deney
i % ® 7. Deney|
0.002
- m 8D
O 1 | |/ 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 eney

-15 -1 -05 0 05 1 15 2 25 3
1/[S], (mg/mL kazeirn)

Sekil 4. 70: %10 i-propanol vaginda alkalen proteaz enziminin,Ke V., degerlerini
belirlemek Uzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami
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Tablo 4. 50: %10 i-propanol vaginda enzimir§ekil 4.70'teki Lineweaver-Burk
diyagramiyla belirlenmiK, ve V,, degerleri

Deney intersept Egim (mg/nFnL ( ;i/rr:)zin Dondstdriilen V KE;?SIZS).IS().n
No kazein) /'rfL/dak) (wmoltirozin/mL/dak) (r)y

1 0.000910.00165 1.81 1098.90 6.07 0.9812
2 0.001050.00149 1.42 952.38 5.26 0.9760
3 0.000950.00150 1.58 1052.63 5.81 0.9896
4 0.001000.00155 1.55 1000.00 5.52 0.9929
5 0.000950.00171 1.80 1052.63 5.81 0.9793
6 0.000960.00160 1.67 1041.67 5.75 0.9995
7 0.001030.00168 1.63 970.87 5.36 0.9848
8 0.000980.00170 1.73 1020.41 5.63 0.9966

Tablo 4. 51: %10 i-propanol vaginda enzimin k, ve V,, intersept ve @m
parametrelerinin ortalama geerleri ve ortalamanin standart sapmgedéerini icerecek
sekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein)

V. (Ug tirozin /mL/dak)
Donustardlen \y, (umoltirozin/mL/dak)| 5.64 £ 0.09

1.65+0.05
1023.69 £ 47.69

intersept 9.79x10% + 2.14x10°
Egim 1.61x10° + 3.13x10°
0014 T T T T T T T T T T T T T T T T T
- 1| © 1. Deney
0.012 1
L il o 2. Deney
.HE 001 _ _ A 3. Deney
S
g 0.008 [ 1| v 4. Deney|
S 0.006 | o 5.Deney
2" -
— 0.004
0.002
O I TR B |/ [ TR A R (N N NN TR N

-2 -15-1-050 05 1 15 2 25 3
1/[S], (mg/mL kazein}

Sekil 4. 71: %15 i-propanol vaginda alkalen proteaz enziminin,Ke V., degerlerini
belirlemek tzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami
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Tablo 4. 52: %15 i-propanol vaginda enzimir§ekil 4.71'deki Lineweaver-Burk
diyagramiyla belirlenmiK,, ve V,, degerleri

Ko Vv, o
DEI:)ey intersept  Egim (Iggzilerir:; (/;rxnglfllrdogll(r)] (uragﬂiﬂit;igtjﬁt/\é;k) r
1 0.001250.00208 1.66 800.00 4.41 0.9931
2 0.001200.00188 1.57 833.33 4.60 0.9723
3 0.001070.00193 1.80 934.58 5.16 0.9710
4 0.001130.00170 1.50 884.96 4.88 0.9923
5 0.001120.00190 1.69 892.86 4,93 0.9812

Tablo 4. 53: %15 i-propanol vaginda enzimin K, ve V,, intersept ve @m
parametrelerinin ortalama geerleri ve ortalamanin standart sapmgetéerini icerecek
sekilde ifadesi

Km (Mmg/mL kazein) 1.65 + 0.05
V. (Ug tirozin /mL/dak) 869.15 +52.81
Donustardlen Vy,, (Wmoltirozin/mL/dak)| 5.69 + 0.13
intersept 1.15x10° + 2.51x10°
Egim 1.90x10° + 4.80x10°
0014 T T T T T T T T T T T T T T T T
- 1l © 1. Deney
0.012 -
L 4| 0 2. Deney
_’g 0.01 i 1| 2 3.Deney
g 0.008 |- v 4. Deney
2 0006 - ¢ 5. Deney
= i
~ 0.004
0.002 J
o I 1 | 1 / 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 ]

-15 -1 05 0 05 1 15 2 25 3
1/[S], (mg/mL kazein)

Sekil 4. 72: %20 i-propanol vaginda alkalen proteaz enziminin,Ke V., degerlerini
belirlemek tzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami
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Tablo 4. 54: %20 i-propanol vaginda enzimir§ekil 4.72’deki Lineweaver-Burk
diyagramiyla belirlenmiK,, ve V,, degerleri

Deney intersept  Egim (mK/n;nL ( ?i/rrgzin Donustuirilen V-, KE{E??P
No g kagein) ot Gay  (mmoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.001410.00238 1.69 709.22 3.91 0.9858
2 0.00128 0.0024 1.88 781.25 4.31 0.9753
3 0.00141 0.0021 1.49 709.22 3.91 0.988
4 0.001430.00252 1.76 699.3 3.86 0.9868
5 0.001510.00245 1.62 662.25 3.65 0.9948

Tablo 4. 55: %20 i-propanol vaginda enzimin k, ve V,, intersept ve @m
parametrelerinin ortalama geerleri ve ortalamanin standart sapmgetéerini icerecek
sekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.69 + 0.06
Vm. (g tirozin /mL/dak) 712.25 +43.15
Dondsturtlen Vi, (umol tirozin/mL/dak) 3.93+0.11
intersept 1.41x10° + 3.69x10°
Egim 2.37x10° + 7.17x10°
0014 T T T T T T T T T T T T T T T T
- 1 © 1. Deney
0.012 -
L 4| © 2. Deney
.T"E\ 001 _ A 3. Deney
E
g 0.008 |- v 4. Deney
5, 0.006 r ¢ 5. Deney
2“ -
1 0.004 -
0.002
O I 1 | 1 / 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 ]

-15 -1 05 0 05 1 15 2 25 3
1/[S], (mg/mL kazein)

Sekil 4. 73: %25 i-propanol vaginda alkalen proteaz enziminin,Ke V., degerlerini
belirlemek tzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami
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Tablo 4. 56: %25 i-propanol vaginda enzimir§ekil 4.73'teki Lineweaver-Burk
diyagramiyla belirlenmiK, ve V,, degerleri

Deney intersept Egim (mK/n;nL ( :i/rrgzin Donustiralen V KE{E??P
No g kagein) /lrlngL/dak) (umoltirozin/mL/min) (r)y

1 0.0018 0.00289 1.61 555.56 3.07 0.9923
2 0.001660.00298 1.79 602.41 3.32 0.9970
3 0.001780.00271 1.52 561.80 3.10 0.9919
4 0.001560.00285 1.83 641.03 3.54 0.9889
5 0.001760.00276 1.32 568.18 3.14 0.9952

Tablo 4. 57: 25% i-propanol vaginda enzimin k; ve V,, intersept ve @m
parametrelerinin ortalama geerleri ve ortalamanin standart sapmgedéerini icerecek
sekilde ifadesi

Km (Mmg/mL kazein) 1.66 £ 0.06
Vm (ug tirozin /mL/dak) 585.79 £ 35.80
Dondstardlen y, (umol tirozin/mL/dak)| 3.23 £ 0.09
intersept 1.71x10° + 4.50x10°
Egim 2.84x10°% + 4.77x10°
0.014 L
i o 1. Deney
0.012 |
L o 2. Deney
%E\ 001 _ A 3. Deney|
E
g 0.008 - v 4. Deney,
é 0.006 ¢ 5. Deney
2" -
—0.004
0.002 -
0 I 1 | 1

-15 -1 05 0 05 1 15 2 25 3
1/[S], (mg/mL kazein)

Sekil 4. 74: %30 i-propanol vaginda alkalen proteaz enziminin,Ke V., degerlerini
belirlemek tzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami
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Tablo 4. 58: %30 i-propanol vaginda enzimir§ekil 4.74'teki Lineweaver-Burk
diyagramiyla belirlenmiK, ve V,, degerleri

Deney intersept Egim (mK/n;nL ( ?i/rrgzin Dontstiirtilen V', KE{E??P
No g kagein) /'rfL/dak) (umoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.002210.00356 1.61 452.98 2.50 0.9769
2 0.002230.00357 1.60 449.35 2.48 0.9799
3 0.00244 0.0040 1.64 409.49 2.26 0.9627
4 0.002210.00383 1.73 452.98 2.50 0.9705
5 0.002120.00351 1.66 471.09 2.60 0.9925

Tablo 4. 59: %30 i-propanol vaginda enzimin k, ve V,, intersept ve @m
parametrelerinin ortalama geerleri ve ortalamanin standart sapmgedéerini icerecek
sekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.65 £ 0.02

Vm, (g tirozin /mL/dak) 446.99 + 22.66
DonGstardlen W, (Lmol tirozin/mL/dak) 2.47 +£0.06
intersept 2.24x10% + 5.30x10°
V. (1g tirozin /mL/dak) 3.69x10% + 9.47x10°

4 .50, 4.52, 4.54, 456 ve 4.58 no’lu tablolarda ve 4.51, 4.53, 4.55, 4.57 ve 4.59 no’lu

tablolarda verilen ortalama.Kdezerlerine yakin deney numaralarina ait deney seti
secilerek i-propanolin callan tim konsantrasyonlar icipekil 4.75'te gosterilen
Lineweaver-Burk diyagrami oturulmustur. Sekil 4.75’te i-propanolin artan
konsantrasyonlari vaginda cizilen Lineweaver—Burk diyagrami, i-propanolin
alkalen proteaz Uzerinde non-kompetitif tip inhibisyon switdusunu
gOstermektedir. Inhibisyonun kismi ya da gercek non—kompetitif inhibisyon
oldugunu gérmek ve Kinhibisyon sabitini hesaplayabilmek icin Lineweaver—Burk
diyagramindan elde edilen intersept vginder calgsilan inhibitér (i-propanol)
konsantrasyonuna karisaretlenerekSekil 4.76'da gdésterilen ikincil cizimler elde
edilmistir. ikincil cizimlerden elde edilen lineer Faular i-propanoliin artan
konsantrasyonlari vaginda enzimin gercek (basit) non—kompetitif inhibisyona
ugradgini gostermytir. Elde edilen dgrularin ggiminden, yatay ve digy eksendeki
interseptlerinden yararlanilarak; Kleseri hesaplanmgi ve sonuglar tablo 4.60’'da

verilmistir.
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Sekil 4. 75: i-propanoliin artan konsantrasyonlari gartla olgturulan Lineweaver—Burk

diyagrami

— 0.004 — T T T T T T L HL I B S 0.004
£
&
: r o
e
3 0003 - e 0.003 ~
= S
5 i £
g 3
S £
=~ 0.002 0.002 3
| P’
E z
> - el
E >
T 0.001 | 0.001 =
g
> -
%

0 o 0

4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
2-Propanol Konsantrasyonu, (M)

Sekil 4. 76: Artan i-propanol konsantrasyonlari varidaSekil 4.75'teki d@rularin gim ve
interseptlerinin i-propanol konsantrasyonunakaaretlenmesiyle okiurulan ikincil ¢izim

Tablo 4. 60: Artan i-propanol konsantrasyonu ganbla ikincil cizimlerden yararlanilarak
hesaplanan, g ve K deseri

[I]'K m/Vmgt)r [|]-l/V mgor

r=0.9079 r=0.9028

Intersept 0.00119 0.00072

Egim 0.00053 0.00032
K; (M) 2.24 2.25
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I-propanolin artan konsantrasyonlari varida alkalen proteaz enziminin
belirlenmg kinetik parametreleri ¢ ve ki/Kn deserleri) (3.4) no’lu denklemden,
termodinamik parametreleri ise (2.37), (2.38) ve (2.39) no’lu denklemlerden

yararlanilarak hesaplangnve sirasiyla tablo 4.61 ve 4.62’de veritii

Tablo 4. 61: Artan i-propanol konsantrasyonu ganlda alkalen proteaz enziminin kinetik
parametreleri

% Km Vi Kcat KealKm
i-propanol  (mg/mL kazein) (umol tirozin/mL/min)  (dak)®  (dak)™(mg/mL kazein)*
0 1.67 5.62 832.59 498.56
10 1.65 5.64 508.11 307.82
15 1.65 5.69 512.63 310.68
20 1.69 3.93 354.09 209.52
25 1.66 3.23 291.00 175.30
30 1.65 2.47 225.52 136.68

Tablo 4. 62: Artan i-propanol konsantrasyonu ganda alkalen proteaz enziminin
termodinamik parametreleri

% AG# AGET AGE—S
i-propanol  (kJ/mol)  (kJ/mol) (kJ/mol)
0 67.65  -15.66 1.29
10 68.90  -14.41 1.26
15 68.88  -14.43 1.26
20 69.81  -13.50 1.32
25 7030  -13.01 1.28
30 7098  -12.36 1.26

Caligilan i-propanol konsantrasyonlarina «aenzimin kinetik ve termodinamik
parametreleri saretlendginmis ve aralarinda dgusal iliskiler belirlenmitir.

Enzimin kg, ve kd/Ky, degerlerinin artan i-propanol konsantrasyonu ile lineer olarak
azaldgl; termodinamik parametreler olahG* ve AGL . degerlerinin ise lineer

olarak arttg1 gorulmistur (Sekil 4.77, 4.78, 4.79 ve 4.80). i-propanolin enzim

Uzerindeki gercek non-kompetitif inhibisyon etkisi nedeniyle sgah i-propanol

konsantrasyonlarinda K degismedginden AG. ; deseri de dgismedii Kn ve

AG. ('in i-propanol konsantrasyonlarina kaegrafikleri olusturulmamstir.
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i-propanol Konsanrasyonu, (%)

Sekil 4. 77: Alkalen proteazinkdegerinin artan i-propanol konsantrasyonuylgsal
degisimi (r= -0.9653)

k.{K, . (dak)(mg/mL kazeiny
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i-propanol Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 78: Alkalen proteazinidK, degerinin artan i-propanol konsantrasyonuylagusal
degisimi (r= -0.9618)
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Sekil 4. 79: Alkalen proteazinG” degerinin artan i-propanol konsantrasyonuyl&udrsal
degisimi (r= 0.9720)

154



AGY,, , (kJ/mol)

.17 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1
0 5 10 15 20 25 30

i-propanol Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 80: Alkalen proteaziAG! , degerinin artan i-propanol konsantrasyonuyldgmsal
degisimi (r= 0.9722)

4.1.3.4.4.1 i-propanol varlginda enzimatik katalizi etkileyen faktdrlerin enzimin

kinetik ve termodinamik parametreleri ile ili skilendiriimesi

Artan i-propanol konsantrasyonu ileskili log P deserleri (2.43) no’lu gitlikten
yararlanilarak hesaplanghr. Buna gore i-propanol callan konsantrasyonlar ile
ili skili log P deserleri tablo 4.63'te verilngtir.

Tablo 4. 63: Artan i-propanol konsantrasyonlari ilgkili log P deserleri

i-propanol

Konsantrasyonu, (%) Log P
0 -1.380
10 -1.338
15 -1.315
20 -1.289
25 -1.261
30 -1.230

Caligilan i-propanol konsantrasyonlari ileskili log P deserlerine kagilik gelen
enzimin kg, KealKm, AG" ve AG’:;T deserleri arasinda dwusal iliskiler belirlenmistir.

Enzimin kg ve k/Kn, dezerlerinin artan i-propanol konsantrasyonunsitérgelen

log P dgerleriyle lineer olarak azalgh; termodinamik parametrelerilAG” ve
AG! .)ise lineer olarak arggl gortlmigtar (Sekil 4.81, 4.82, 4.83 ve 4.84). i-

propanolin enzim uzerindeki gercek non-kompetitif inhibisyon etkisi nedeniyle
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calisilan i-propanol konsantrasyonlarinday Kiegismediginden AG. ¢ degeri de

degismedisi K, ve AG. ('in log P deerlerine kagi grafikleri olusturulmamstir.

1000
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kca‘ ’ (dak)l

400

200

0
-1.4

-1.36 -1.32 -1.28 -1.24 -1.2
log P

Sekil 4. 81: Alkalen proteazinkdegerinin artan i-propanol konsantrasyonlari ilgkilii Log
P deserleri arasindaki lineer ggim (r=-0.9678)
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Sekil 4. 82: Alkalen proteaziniK, degerinin artan i-propanol konsantrasyonlari ilgkiii
Log P deerleri arasindaki lineer gsim (r= -0.9634)
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Sekil 4. 83: Alkalen proteazihG* degerinin artan i-propanol konsantrasyonlari ilgkilii
Log P deerleri arasindaki lineer dsim (r= 0.9788)
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Sekil 4. 84: Alkalen proteazinG;. ., degerinin artan i-propanol konsantrasyonlari ilgkili
Log P deerleri arasindaki lineer dsim (r= 0.9757)

i-propanolin artan konsantrasyonu ilekili dielektrik sabitlerisekil 2.33 ve (2.9)
no’lu tablodan yararlanilarak hesaplagim Buna goére ¢ajilan konsantrasyonlar ile

ili skili dielektrik sabitleri tablo 4.64'te verilngtir.

Tablo 4. 64: Artan i-propanol konsantrasyonlari ilgkili dielektrik sabitleri

I-propanol Dielektrik

Konsantrasyonu, (%) sabiti
0 82.49

10 69.52

15 66.36

20 62.65

25 57.4

30 55.47

100 17.44

Calisilan i-propanol konsantrasyonlari ileskili dielektrik sabitlerine kagilik gelen
enzimin ka, kealKm, AG” ve AG! . deserleri arasindaogrusal iliskiler belirlenmitir.

Enzimin kg ve k/Kn, dezerlerinin artan i-propanol konsantrasyonunsitérgelen
dielektrik sabiti dgerleri ile lineer olarak ar; termodinamik parametreler olan

AG” ve AG? . degerlerinin ise lineer olarak azafigorulmigtur (Sekil 4.85, 4.86,
4.87 ve 4.88). i-propanolin enzim tzerindeki gercek non-kompetitif inhibisyon etkisi
nedeniyle calilan i-propanol konsantrasyonlarinda, Kigsismediginden AG. ¢
degeri de dgismedigi Ky, ve AG. ('in dielektrik sabiti dgerlerine kagi grafikleri

olusturulmamstir.
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Sekil 4. 85: Alkalen proteazink degerleri ile artan i-propanol konsantrasyonlari ilgkili
dielektrik sabitleri arasindaki lineer glgim (r= 0.9678)
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Sekil 4. 86: Alkalen proteaziniK, dezerleri ile artan i-propanol konsantrasyonlari ile
ili skili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r= 0.9640)
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Sekil 4. 87: Alkalen proteazinG” degerleri ile artan i-propanol konsantrasyonlari ilgkili
dielektrik sabitleri arasindaki lineer g@gim (r=-0.9678)
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Sekil 4. 88: Alkalen proteazinG! ., degerleri ile artan i-propanol konsantrasyonlari ile
ili skili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r=-0.9688)

4.1.3.5 Organik ¢oziucu yoklgunda alkalen proteaz enziminin Folin-Ciocalteau

reaktifi icermeyen yontem ile k;, ve i, degerlerinin belirlenmesi

Alkalen proteaz enziminin organik c¢ozicl icermeyen ortamdaji W Vp
degerlerinin belirlenmesi icin bélim 3.7.2’de belirtilen protokol uygulagimi
Farkli balangi¢c substrat konsantrasyonlari ve bunlarasikiar gelen balangic
hizlarinin resiprokalleri 1/v'ye kar 1/[S] isaretlenerek Lineweaver—Burk diyagrami

olusturulmus; enzimin K, ve Vi, deserleri sirasiyla 1.67 mg/mL kazein ve 10.22
umol tirozin/mL/dak olarak hesaplangtir.

4.1.3.5.1 Alkalen proteaz enziminin kg degeri (turn-over katsayisi) ve katalitik
performansinin (kea/Km) belirlenmesi

Bacillus clausii GMBAE 42 soyunun Uretti alkalen proteazla kazein hidrolizi
reaksiyonuna ifikin katalitik hiz sabiti (ks 1759.00 dak olarak hesaplanstir.
Enzimin katalitik performansini ifade edep.#m orani 1048.44 (dak{mg/mL
kazein)! olarak belirlenmtir.
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4.1.35.2 Alkalen proteaz enziminin termodinamik parametrelerinin

belirlenmesi

Alkalen proteaz enzimiyle kazein hidroliz reaksiyonunskifi aktivasyon serbest
enerjisi AG"), geck hali serbest enerjisiAG: ;) ve substrat Gdama serbest enerjisi
(AG; ) (termodinamik parametreleri) (2.40), (2.41) ve (2.42) no’lu denklemlerden

yararlanilarak sirasiyla 65.78 kJ/mol, -17.53 kJ/mol ve 1.31 kJ/mol olarak
hesaplannstir.

4.1.3.6 Organik ¢ozucu variginda Folin-Ciocalteau reaktifi icermeyen yontem
ile alkelen proteaz enziminin K, ve Vy degerlerinin belirlenmesi ve organik
cOzilculerin enzim Uzerinde yarattiklari zorunlu olmayan aktivasyon etkilerinin

belirlenmesi

1,4-dioksan, N,N'-DMF, asetonitril ve DMSO’nun artan konsantrasyonlargwvata
alkalen proteaz enziminin Km ve Vm glerinin belirlenmesi Folin-Ciocalteau
reaktifi icermeyen yontem ile bélum 3.7.4'te belirtilgakilde gerceklgirilmi stir.
1,4-dioksan, N,N'-DMF, asetonitrilin artan konsantrasyonlari ada Sekil 4.6,
4.7 ve 4.8'de goruldiii gibi aktivasyon gozlengi icin bu c¢ozuculerin artan
konsantrasyonlari vaginda aktivasyon kineli calisiimistir. Sekil 4.9'da gortlen
DMSO’nun artan konsantrsayonlari vgmda %20 konsantrasyona kadar aktivasyon
gozlendginden bu konsantrasyon agahda aktivasyon; %20 konsantrasyonundan
itibaren ise inhibisyon gozlenginden %30 konsantrasyonundan itibaren inhibisyon
kinetigi calisiimistir.

4.1.3.6.1 1,4-Dioksan varginda enzimin kinetik ve termodinamik

parametrelerinin belirlenmesi

1,4—dioksan icin %2.5, 5, 10 ve 15 konsantrasyonlarindasiligaktir. Bu
konsantrasyonlar icin ofturulan Lineweaver—Burk diyagramlagekil 4.89, 4.90,
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4.91 ve 4.92'de gosterilgtir. Calisilan 1,4—dioksan konsantrasyonlari vanda
Folin-Ciocalteau reaktifi icermeyen yontem ile belirleneqn ¥e Vi, degerleri ile
olusturulan d@rularin interseptleri ve g@mleri sirasiyla tablo 4.65, 4.67, 4.69 ve
4.70'te verilmitir. Hesap ile bulunan K ve V. deserlerinin ortalamalan ile
dogrularin y eksenini kegti noktalar olan interseptleri vesienlerinin ortalamalari,
standart sapmalari ile birlikte tablo 4.66, 4.68, 4.70 ve 4.72'de vgiiimi

0.0012 T
- o 1.Deney

0.001 r e 2 Deney|
S 0.0008 | o 3. Deney]
S L
3 ® 4. Deney|
E 0.0006 |-
2 L a5, Deney
> L
3 0.0004

0.0002

O 1 1 1 1 1 1 1 1

-1 -08-06-04-02 0 0.2 04 06 08
1/[S], (mg/mL)*

Sekil 4. 89: %2.5 1,4—dioksan vatinda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini
belirlemek tzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 65: %2.5 1,4—dioksan va@rhda enzimirSekil 4.89'daki Lineweaver-Burk
diyagrami ile belirlenmi K, ve V,, degerleri

Deney intersept  Egim (mK/nFnL ( ;i/rr:)zin Donusturilen V KI?&TSIZSQn
No g kagein) /'rfL/dak) (wmoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.000510.00076 1.49 1960.78 10.82 0.9653
2 0.0005 0.00074 1.48 2000.00 11.04 0.9714
3 0.000480.00078 1.63 2083.33 11.50 0.9790
4 0.000500.00075 1.50 2000.00 11.04 0.9722
5 0.000480.00074 1.54 2083.33 11.50 0.9763

Tablo 4. 66: %2.5 1,4—dioksan v@rhda enzimin k; ve Vy, intersept ve @m
parametrelerinin ortalama glerleri ve ortalamalarin standart sapmgedterini icerecek
sekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.53+0.03

Vm. (ug tirozin /mL/dak) 2025.49 * 24.66
DonGstardlen My, (umoltirozin/mL/dak) | 11.18 £0.14
intersept 4.94x10" + 6.00x10°
Egim 7.54x10" + 7.48x10°
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Sekil 4. 90: %5 1,4—dioksan vaglnda alkalen proteaz enziminin,Ke V., degerlerini
belirlemek tzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 67: %5 1,4—dioksan vaginda enzimir§ekil 4.90’daki Lineweaver-Burk diyagrami

ile belirlenmg K., ve V., degerleri

Deney intersept  Egim (mK/nFnL ( ;i/rr:)zin Donusturilen V KE;?SIZS).IS().n
No g kagein) ot g (mmoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.000480.00069 1.44 2083.33 11.50 0.9909
2 0.000480.00065 1.35 2083.33 11.50 0.9533
3 0.000480.00072 1.50 2083.33 11.50 0.9649
4 0.000480.00068 1.42 2083.33 11.50 0.9401
5 0.000470.00070 1.49 2127.66 11.74 0.9210

Tablo 4. 68: %5 1,4—dioksan vaiinda enzimin k;, ve Vp, intersept ve @m
parametrelerinin ortalama glerleri ve ortalamalarin standart sapmgedterini icerecek
sekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein)

Vm (ug tirozin /mL/dak)

Dondsturdlen Vy, (Lmoltirozin/mL/dak)

Intersept
Egim

1.44 +0.03
2092.20 + 8.87
11.55 + 0.05
4.78x10" + 2.00x1¢°
6.88x10% + 1.16x10°

162



0001 T T T T T T T T T T T T T T
L 4l © 1. Deney

0.0008 - 2| o 2 Deney
_T«’E\ i 0 3. Deney
£ 0.0006
3 A 4, Deney
E L
\Df 0.0004 v 5. Deney
2
5 |

0.0002

O 1 |

-1 -08 -06 -04 -02 0 02 04 0.6
1/[S], (mg/mL kazein}

Sekil 4. 91: %10 1,4—dioksan vatinda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini
belirlemek tzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 69: 10% 1,4—dioksan v@rhda enzimirSekil 4.91'deki Lineweaver-Burk
diyagrami ile belirlenmgi K, ve V,, degerleri

Km vm o Korelasyon

Dﬁ:)ey intersept Egim (Iggéng (/lrfil/rdo;&r)] (ug]%rlltlij?ctl;irﬁllanl_/\(/jgk) kat(s:;lyISI
1 0.000470.00066 1.4 2127.66 11.74 0.9733
2 0.000460.00069 1.50 2173.91 12.00 0.9357
3 0.000470.00065 1.38 2127.66 11.74 0.9879
4 0.000480.00063 1.31 2083.33 11.50 0.9250
5 0.000460.00066 1.43 2173.91 12.00 0.9568

Tablo 4. 70: %10 1,4—dioksan v@hda enzimin K, ve V,, intersept ve @m
parametrelerinin ortalama glerleri ve ortalamalarin standart sapmgedterini icerecek
sekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.41 £0.03

Vm. (g tirozin /mL/dak) 2137.30 £17.00
Donstaralen y, (umoltirozin/mL/dak)| 11.80 + 0.09
intersept 4.68x10% + 3.74x10°
Egim 6.58x10" + 9.70x10°
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Sekil 4. 92: %15 1,4—dioksan vatinda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini
belirlemek tzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 71: %15 1,4—dioksan v@rhda enzimirSekil 4.92'deki Lineweaver-Burk
diyagrami ile belirlenmgi K, ve V,, degerleri

Deney intersept  Egim (mK/nFnL ( ;i/rr:)zin Donusturilen V KE;?SIZS).IS().n
No g kagein) /'rfL/dak) (wmoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.000460.00063 1.37 2173.91 12.00 0.9395
2 0.000470.00059 1.26 2127.66 11.74 0.9297
3 0.000460.00062 1.35 2173.91 12.00 0.9530
4 0.000450.00066 1.47 2222.22 12.26 0.9606
5 0.000460.00064 1.39 2173.91 12.00 0.9032

Tablo 4. 72: %15 1,4—dioksan v@hda enzimin K, ve V,, intersept ve @m
parametrelerinin ortalama glerleri ve ortalamalarin standart sapmgedterini icerecek
sekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.37 £0.03

Vm. (g tirozin /mL/dak) 2174.32 +14.95
DonGstaralen M, (umoltirozin/mL/dak)| 12.00 + 0.08
intersept 4.60x10% + 3.16x10°
Egim 6.28x10" + 1.16x10°
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4.65, 4.67, 4.69 ve 4.71 no'lu tablolarla 4.66, 4.68, 4.70 ve 4.72 no’lu tablolarda
verilen ortalama K degerlerine en yakin deney numaralarina ait veriler kullanilarak
1,4-dioksanin cailan tim konsantrasyonlar icinSekil 4.93'te g0sterilen
Lineweaver-Burk diyagrami ofturulmuwstur. Sekil 4.93'te 1,4—dioksanin artan
konsantrasyonlari vaginda cizilen Lineweaver—Burk diyagrami, 1,4—dioksanin
alkalen proteaz uzerinde zorunlu olmayan aktivasyon etkisstustiugunu
gostermektedir. K aktivasyon sabitini vex ve B parametrelerini hesaplayabilmek
icin Lineweaver—Burk diyagramindan elde edilen intersept \@mlerden
yararlanilarak; bolum 2.4.2'de belirtilgi gibi; Sekil 4.94 ve 4.95'te goOsterilen
ikincil ve Uguncul cizimlere gidilmstir. Sekil 4.94'te gosterilen ikincil ¢izimden
zorunlu olmayan aktivasyonda gorilen hiperboller elde egilden Sekil 4.95'te
gosterilen dcuncdl cizimler ofturulmus ve lineer d@rular elde edilmitir. Elde
edilen dgrularin; 2.27 no’lu sekilde gosterildii gibi (2.38) ve (2.39) no’lu
esitliklerden yararlanilarak tgtincil ¢cizimden elde edilegrdtarin ggiminden, yatay

ve disey eksenler Uzerindeki interseptlerinden yararlanilarak, & ve p

parametreleri hesaplangue sonuclar tablo 4.73’te verilgtir.

0.0014 L ® Nativ Enzim (NE)

0.0012 | o %2.5 1,4-Dioksan + (NE
= o001 | 0 %5 1,4-Dioksan + (NE)
% 0.0008 | A %10 1,4- Dioksan + (NE
=) 0.0006 | v %15 1,4-Dioksan + (NE)
= I
= 0.0004 -

0.0002

O I |

-1 -0.8-0.6-0.4-0.2 0 02040608 1
1/[S], (mg/mL)*

Sekil 4. 93: 1,4—dioksanin artan konsantrasyonlari gada olgturulan Lineweaver—Burk
diyagrami
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S 0.00054 -4 0.00085 3
E E ] 1
2 0.00052 | 7 0.0008 ?ED
8 - 1 0.00075 E
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B il 1 0.0007 _=
0.00048 | ] >
i 4 0.00065 x

0.00046 | J

! | ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! | 0-0006

0 02040608 1 1214 16 18
[1,4-Dioksan], (M)
Sekil 4. 94: 1,4—dioksanin artan konsantrasyonlari gadiaSekil 4.93'teki dgrularin eim

ve interseptlerinin 1,4-dioksan konsantrasyonunsi kgaretlenmesiyle okiurulan ikincil
cizim

22000 | 1 22000
. 20000 F© 1/Aintersept 1 20000 ©
£ 18000 LA egim 1 18000 £
3 16000 | 4 16000 E
£ 14000 | 1 14000 2
= 12000 | 4 12000 E
¢ 10000 1 10000 2
& 8000 4 8000
S 6000 1 6000 5
< - 1 L
= 4000 | / 4000 g
2000 | / 4 2000 -
0 ! | ! i | ! | ! ! | ! | ! | ! 0

5 4 3 -2 -1 O 1
[1/1,4-Dioksan] (M)*

N
w
N

Sekil 4. 95: 1,4—dioksanin artan konsantrasyonlari adia olgturulan tg¢incil ¢izim

Tablo 4. 73: 1,4—dioksanin artan konsantrasyonlarigmada tcincul ¢izimlerden
yararlanilarak hesaplananp ve K, degerleri.

1/[A]-1/Aintersept  1/[A]-1/AEgim

r=0.9983 r=0.9971
intersept 10872.27 3067.71
Egim 3175.53 925.38
B 1.20 -
o - 0.77
Ka. (M) 0.44 0.47
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1,4—dioksanin artan konsantrasyonlari ganbla alkalen proteaz enziminin kinetik
parametreleri olan i ve ki/Kn deserleri (3.4) no’lu denklemden, termodinamik
parametreleri ise (2.40), (2.41) ve (2.42) no’lu denklemlerden yararlanilarak
belirlenmg ve tablo 4.74'te kinetik parametreler, tablo 4.75te termodinamik

parametreler verilngtir.

Tablo 4. 74: Artan 1,4—dioksan konsantrasyonu geudia alkalen proteaz enziminin kinetik
parametreleri

% Km Vi Kcat KealKm
1,4-Dioksan  (mg/mL kazein)  (umol tirozin/mL/min) (dak)*  (dak)’(mg/mL kazein)"
0 1.68 10.22 1759.00 1048.44
2.5 1.53 11.18 1924.26 1257.69
5 1.44 11.55 1988.00 1380.54
10 141 11.80 2031.01 1440.41
15 1.37 12.00 2065.43 1507.60

Tablo 4. 75: Artan 1,4—dioksan konsantrasyonu gadia alkalen proteaz enziminin
termodinamik parametreleri

% AG” AG! AG

. E-T E-S
1,4'D|0ksan (kJ/mOl) (kJ/mOI) (kJ/mOI)

0 65.78 -17.53 1.31

2.5 65.54 -17.77 1.07

5 65.46 -17.85 0.92

10 65.41 -17.90 0.87

15 65.36 -17.95 0.79

Calgilan 1,4—dioksan konsantrasyonlarinaskanzimin kinetik ve termodinamik
parametrelerisaretlendginde aralarinda diusal iliskiler belirlenmitir. Sekil 4.96

ve 4.98 enzimin § ve ka/Kn deserlerinin artan 1,4—dioksan konsantrasyonu ile
lineer olarak artfiini gostermektedirSekil 4.97, 4.99, 4.100 ve 4.101 sirasiyla
enzimin K, deserinin, AG", AGL . ve AG. . degerlerinin ise 1,4-dioksan
konsantrasyonu ile lineer olarak azgldi gostermektedir. Bu agtve azallar 1,4-
dioksanin enzim Uzerindeki zorunlu olmayan aktivasyonunun Kkinetik ve

termodinamik gostergeleridir.

167



2200 ———r————7T—"—71T"—7T "7 7T

2100 b

2000
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0 2 4 6 8 10 12 14 16
1,4- Dioksan Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 96: Alkalen proteazinkdegerinin artan 1,4-dioksan konsantrasyonuylgrdeal
degisimi (r=-0.9602)

1.65
1.6

1.55

15
1.45

K., (mg/mL kazein)

14

1.35

13 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I
0 2 4 6 8 10 12 14 16
1,4- Dioksan Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 97: Alkalen proteazin J)Kdegerinin artan 1,4-dioksan konsantrasyonuylgrdeal
degisimi (r=-0.9229)

1600 — T T T T T T T T T T T T T 7T
1500
1400

1300

1200 r -

1100 —

1000 r -

k../K,» (dak)(mg/mL kazein}

900 L Il L Il L Il L Il L Il L Il L Il L
0 2 4 6 8 10 12 14 16

1,4- Dioksan Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 98: Alkalen proteazinkK, degerinin artan 1,4-dioksan konsantrasyonuyla
dogrusal dgisimi (r= 0.9500)
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1,4- Dioksan Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 99: Alkalen proteazinG”* deserinin artan 1,4-dioksan konsantrasyonuylgrdeal
degisimi (r= -0.9646)
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1,4- Dioksan Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 100: Alkalen proteaziAG} . degerinin artan 1,4-dioksan konsantrasyonuyla
dogrusal dgisimi (r= -0.9646)

14 l T T T T T T T T T T T T T T
13 F

12 | R

DG’ (kd/mol)

0 2 4 6 8 10 12 14 16

1,4- Dioksan Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 101: Alkalen proteaziAG. ¢ deserinin artan 1,4-dioksan konsantrasyonuyla
dogrusal dgisimi (r=-0.9343)
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4.1.3.6.1.1 1,4-Dioksan vaglinda enzimatik katalizi etkileyen faktorlerin

enzimin kinetik ve termodinamik parametreleri ile ili skilendiriimesi

Artan 1,4—dioksan konsantrasyonu ilgkili log P deserleri (2.43) no’lu gitlikten
yararlanilarak hesaplangtir. Buna gore 1,4—dioksanin galan konsantrasyonlar ile

ili skili log P dezerleri tablo 4.76’da verilngtir.

Tablo 4. 76: Artan1,4—dioksan konsantrasyonlar igkillilog P dezerleri

1,4-Dioksan Log P
Konsantrasyonu, (%)

0 -1.380

2.5 -1.378

5 -1.376

10 -1.373

15 -1.369

Calgilan 1,4—dioksan konsantrasyonlar ilgkili log P deserlerine kagl enzimin
kinetik (Keas Km, kealKm) Ve termodinamik parametreleih@*, AGL ;. ve AG. )

isaretlendginde aralarinda dgusal iliskiler belirlenmitir. Log P dgerlerine kagilik
gelen kinetik parametrelerin grafiklegkil 4.102, 4.103 ve 4.104’da, termodinamik
parametrelere kautik gelen grafiklersekil 4.105, 4.106 ve 4.107'de gosterilsim.
Artan 1,4—dioksan konsantrasyonlarinda enzimin kinetik parametreleri glavek
KcafKm degerleri artan 1,4-dioksan konsantrasyonunglibalarak arttgl icin bu
konsantrasyonlar ile gkili log P deserleri ile kinetik parametreler arasinda lineer
olarak artan ikki gozlenmgtir. Zorunlu olmayan aktivator vaginda enzimin k;
degeri azaldgindan artan 1,4—dioksan konsantrasyonlari i&illilog P deserleri ile
Kmn deserleri arasinda dgusal olarak azalan ki vardir. Artan 1,4—dioksan
konsantrasyonu vaginda enzimin termodinamik parametreleri azalalan, bu

konsantrasyonlar ile ikili log P deserleri ile termodinamik parametrelexG”,

AGE | ve AG_ . arasinda lineer olaraizalan ilkiler belirlenmitir.
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1900

1800 R

1700 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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log P

Sekil 4. 102: Artan 1,4—dioksan konsantrasyonilarili skili Log P dezerleri ile enzimin ky
degerlerinin deisimi (r= 0.9586)

1.7 T T T T T T T T T T T T T T T

16 | b

15

K., (mg/mL kazein)

1.4

1.3
-1.382-1.381.3781.3761.374 -1.372-1.37-1.3681.366
log P

Sekil 4. 103: Artan 1,4—dioksan konsantrasyonlari ikkilii Log P dezerleri ile enzimin K,
degerlerinin deisimi (r=-0.9263)

1600 —— 777717171
1500
1400
1300

1200
1100 R
1000 R

k..(K., . (dak)(mg/mL kazein}

900 R

800 L Il L Il L Il L Il L Il L Il L
-1.382 -1.38 -1.378-1.376-1.374-1.372 -1.37 -1.368
log P

Sekil 4. 104: Artan 1,4—dioksan konsantrasyonlari ikkilii Log P dezerleri ile enzimin
keal Km degerlerinin dgisimi (r= 0.9517)
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log P

Sekil 4. 105: Artan 1,4—dioksan konsantrasyonlari ilgkilli Log P deserleri ile enzimin
AG” degerlerinin deisimi (r= -0.9649)
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-1.38 -1.378 -1.376 -1.374 -1.372 -1.37 -1.368
log P

Sekil 4. 106: Artan 1,4—dioksan konsantrasyonlari ilgkilli Log P deserleri ile enzimin
AG} , degerlerinin degisimi (r= 0.9649)
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13 o ]
12 L ]
11}

1

NG, (kd/mol)

0.9

0.8
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-1.38 -1.378 -1.376 -1.374 -1.372 -1.37 -1.368
log P

Sekil 4. 107: Artan 1,4—dioksan konsantrasyonlari ikkilii Log P dezerleri ile enzimin
AGE . degerlerinin deisimi (r= -0.9389)
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1,4—dioksanin 25 °C'deki dielektrik sabiti 2.209wdezeri 0.170x1C olarak, suyun

25 °C’'deki dielektrik sabiti 78.54 ve degeri 0.20x10 olarak verilmitir [90]. (2.48)
no’lu esitlikten yararlanilarak 1,4—dioksanin 30 °C’deki dielektrik sabiti 2.165 olarak
hesaplanmtir. 1,4—dioksanin c¢alilan %2.5, 5, 10 ve %15 konsantrasyonlarindaki
dielektrik sabitleri (2.46) no’lu gtlikten yararlanilarak hesaplangnve 4.77 no’lu
tabloda verilmgtir.

Tablo 4. 77: Artan 1,4—dioksan konsantrasyonlari ig&illidielektrik sabitleri

1,4-Dioksan Dielektrik
Konsantrasyonu, (%) sabiti
0 76.75
2.5 74.88
5 73.02
10 69.29
15 65.56

Calisilan 1,4—dioksan konsantrasyonlari ilgkili dielektrik sabitlerine kayn enzimin
kinetik (keas Km, kealKm) ve termodinamik parametreledh@”, AGE . ve AG_ )

isaretlenmg ve aralarinda diusal iliskiler belirlenmitir. Dielektrik sabitlerine
karsilik gelen kinetik parametrelerin grafiklegekil 4.108, 4.109 ve 4.110'da,
termodinamik parametrelere kdik gelen grafiklersekil 4.111, 4.112 ve 4.113'te
gosterilmitir. Artan 1,4—dioksan konsantrasyonlarinda enzimig: ke ka/Km
degerleri artmasina ke, dielektrik sabitleri azal@indan ka: ve ka/Km deserleri
ile dielektrik sabitleri arasinda lineer olarak azalagkiler gbzlenmgtir (Sekil 4.108
ve 4.109). 1,4-dioksan konsantrasyonlarinda enzimjrdé&eri azaldgindan K, ile
dielektrik sabitleri arasinda lineer olarak artan bikiligéralmudstur (Sekil 4.109).
Artan 1,4-dioksan konsantrasyonlarinda enzimin termodinamik parametreleri azalip,
bu konsantrasyonlar ile gkili dielektrik sabitleri de azalgindan, dielektrik sabitleri
ile termodinamik parametreler arasinda lineer olarak artgkileli belirlenmigtir
(Sekil 4.111, 4.112, 4.113).
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Sekil 4. 108: Alkalen proteazinkdeseri ile artan 1,4-dioksan konsantrasyonlari ilgkili
dielektrik sabitleri arasindakilineer glgim (r=-0.9601)
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Sekil 4. 109: Alkalen proteazin Kdegerleri ile artan 1,4-dioksan konsantrasyonlari ile
ili skili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r= 0.9227)
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Sekil 4. 110: Alkalen proteaziny{K ., degerleri ile artan 1,4-dioksan konsantrasyonlari ile
ili skili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r=-0.9499)
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Sekil 4. 111: Alkalen proteazinG* degerleriyle artan 1,4-dioksan konsantrasyonlari ile
ili skili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r=-0.9499)
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Sekil 4. 112: Alkalen proteaziAG. , deserleriyle artan 1,4-dioksan konsantrasyonlari ile
ili skili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r=-0.9499)
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Sekil 4. 113: Alkalen proteaziAG. ¢ deserleriyle artan 1,4-dioksan konsantrasyonlari ile
ili skili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r=-0.9499)
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4.1.3.6.2 N,N-DMF varlginda enzimin kinetik ve termodinamik

parametrelerinin belirlenmesi

N,N'-DMF icin %2.5, 5, 7.5, 10 ve %15 konsantrasyonlarindsilpaistir. Bu
konsantrasyonlar icin ofturulan Lineweaver—-Burk diyagramlasekil 4.114, 4.115,
4.116, 4.117 ve 4.118de gosteriitmi. Calisilan N,N'-DMF konsantrasyonlari
varliginda Folin-Ciocalteau reaktifi icermeyen yontem ile belirlenen ¥ Vi
degerleri ile olwturulan d@rularin interseptleri vegmleri sirasiyla tablo 4.78, 4.80,
4.82, 4.84 ve 4.86’da verilgtir. Hesap ile bulunan K ve V., deserlerinin
ortalamalari ile dgrularin y eksenini kegli noktalar olan interseptleri ve
egimlerinin ortalamalari, standart sapmalari ile birlikte tablo 4.79, 4.81, 4.83, 4.85 ve
4.87'de verilmgtir.

0.001 ———
0.0009-_ o 1. Deney|
0.0008 | e 2 Deney

L 00007 | 0 3.Deney|

€ 0.0006 [

3 L ® 4, Deney

E 0.0005 |-

< 0.0004 | & 5. Deney|

>" -

S 0.0003 |
0.0002 |-

0.0001 -
O i L

-1 -08-06-04-02 0 02 04 06 0.8
1/[S], (mg/mL kazein}

Sekil 4. 114: %2.5 N,N'-DMF vafgtinda alkalen proteaz enziminin,Ke V., degerlerini
belirlemek Gzere cizilen Lineweaver-Burk diyagrami

Tablo 4. 78: %2.5 N,N-DMF vaginda enzimirSekil 4.114'deki Lineweaver-Burk
diyagrami ile belirlenmi K, ve V,, degerleri

Deney intersept Egim (mK/n;nL ( :i/rgzin Donuisturtilen V KI?&@?*SP
No P g kagein) /!rlr?L/dak) (nmolgtirozin/mL/dak) (r)y
1 0.000450.00065 1.44 2222.22 12.26 0.9794
2 0.000470.00065 1.38 2127.66 11.74 0.9512
3 0.000490.00062 1.27 2040.82 11.26 0.9417
4 0.000460.00062 1.35 2173.91 12.00 0.9750
5 0.000460.00060 1.30 2173.91 12.00 0.9609
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Tablo 4. 79: %2.5 N,N-DMF vapginda enzimin K, ve V, intersept ve @m

parametrelerinin ortalama glerleri ve ortalamalarin standart sapmgedterini icerecek
sekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein)
Vm, (ug tirozin /mL/dak)

DonGstardlen My, (umoltirozin/mL/dak)

1.35+0.03
2147.70 + 30.62
11.85+0.17

intersept 4.66x10" + 6.78x10°
Egim 6.28x10" + 9.69x10°
0.001
o 1. Deney
0.0008 0 2. Deney
T’E A 3. Deney
£ 0.0006 -
_El B 4 Deney
é 0.0004 L v 5. Deney,|
s
—
0.0002 -
0 L Il L Il L Il L

-1 -08-06-04-02 0 02 04 06 0.8
1/[S], (mg/mL kazeirt)

Sekil 4. 115: %5 N,N'-DMF varfinda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini

belirlemek tGzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 80: %5 N,N'-DMF vaglinda enzimin enzimiSekil 4.115'teki Lineweaver-Burk
diyagrami ile belirlenmi K, ve V,, degerleri

Deney intersent  Esi Km Vin Donusturtlen V Korelasyon
No pt  Egim (ggz]/e% (hgtozs! (umoltirozin/mL/dak) kat(sr";‘y's'
1 0.000460.00058 1.26 2173.91 12.00 0.9914
2 0.000450.00066 1.47 2222.22 12.26 0.9724
3 0.00045 0.0006 1.33 2222.22 12.26 0.9952
4 0.000470.00058 1.23 2127.66 11.74 0.9749
5 0.000470.00058 1.23 2127.66 11.74 0.9684

Tablo 4. 81: %5 N,N'-DMF vaglinda enzimin K, ve V,, intersept ve @m parametrelerinin
ortalama dgerleri ve ortalamalarin standart sapmgetterini icerecelgekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein)
Vm, (ug tirozin /mL/dak)

DonGstarilen Vip(umoltirozin/mL/dak)

Intersept
Egim

1.30 + 0.04
2174.74 +21.15
12.00 + 0.12
4.60x10" + 4.47x1¢°
6.00x10" + 1.55x10°
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Sekil 4. 116: %7.5 N,N'-DMF vagtinda alkalen proteaz enziminin,Ke V., degerlerini
belirlemek tGzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 82: %7.5 N,N'-DMF vaginda enzimir§ekil 4.116'daki Lineweaver-Burk
diyagrami ile belirlenmgi K, ve V,, degerleri

Deney intersept  Egim (mK/nFnL ( ;i/rr:)zin Donusturilen V KE;?SIZS).IS().n
No g kagein) /'rfL/dak) (wmoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.000450.00048 1.07 2222.22 12.26 0.9841
2 0.000440.00052 1.18 2272.73 12.54 0.9263
3 0.000470.00049 1.04 2127.66 11.74 0.9584
4 0.000470.00047 1.00 2127.66 11.74 0.9887
5 0.000440.00048 1.09 2272.73 12.54 0.9942

Tablo 4. 83: %7.5 N,N-DMF vaginda enzimin K, ve V,, intersept ve @m
parametrelerinin ortalama glerleri ve ortalamalarin standart sapmgetterini icerecek
sekilde ifadesi

Km (Mmg/mL kazein) 1.07 £0.03

V. (Ug tirozin /mL/dak) 2204.60 + 32.74
Donustardlen \y, (umol tirozin/mL/dak) | 12.17 +0.18
intersept 4.54x10% + 6.78x10°
Egim 4.88x10" + 8.60x10°
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Sekil 4. 117: %10 N,N'-DMF vaglinda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini
belirlemek tzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 84: %10 N,N'-DMF vaginda enzimin 4.117'deki Lineweaver-Burk diyagrami ile
belirlenmis K, ve V;, degerleri

Deney intersept Egim (mK/nr1nL ( ?i/rrgzin Dondstdiriilen Vm KE;?QZS)IISH
No P g kagein) /lrlr?L/dak) (umoltirozin/mL/dak) (r)y

1 0.000440.00044 1.00 2272.73 12.54 0.9445
2 0.000440.00046 1.05 2272.73 12.54 0.9982
3 0.000450.00045 1.00 2222.22 12.26 0.9199

4 0.000450.00046 1.02 2222.22 12.26 0.9982
S 0.000450.00042 0.93 2222.22 12.26 0.9429

Tablo 4. 85: %10 N,N-DMF vaginda enzimin k, ve Vy, intersept ve @m
parametrelerinin ortalama gerle ve ortalamalarin standart sapmgedkerini icerecek

sekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein)

Vm. (g tirozin /mL/dak)

DonGstarilen Wy, (Lmoltirozin/mL/dak)
Intersept

Egim

1.00 + 0.02

2242 .42 +12.37
12.38 + 0.07

4.46x10" + 2.45x10°

4.46x10" + 7.48x1¢°
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Sekil 4. 118: %15 N,N'-DMF vaglinda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini
belirlemek Uzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 86: %15 N,N'-DMF vagiinda enzimin 4.118'deki Lineweaver-Burk diyagrami ile
belirlenmis K, ve V;, degerleri

Deney intersept  Egim (mK/nFnL ( ;i/rr:)zin Donusturilen V KE;?SIZS).IS().n
No g kagein) ot g (mmoltirozin/mL/dak) (r)y

1 0.000420.00037 0.88 2380.95 13.14 0.914

2 0.000410.00039 0.95 2439.02 13.46 0.9654

3 0.000430.00041 0.95 2325.58 12.84 0.9442

4 0.000410.00044 1.07 2439.02 13.46 0.9951

5 0.000390.00046 1.18 2564.10 14.15 0.8986

Tablo 4. 87: %15 N,N'-DMF vaglinda enzimin g ve V,, intersept ve @m
parametrelerinin ortalama glerleri ve ortalamalarin standart sapmgedterini icerecek
sekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein)

Vm, (ug tirozin /mL/dak)

DonGstardlen My, (Mmoltirozin/mL/dak)

Intersept
Egim

0.96 + 0.04
2396.15 + 12.37
13.22 +0.15
4.12x10" + 7.42x1¢°
4.14x10* + 1.82x10°
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4.78, 4.80, 4.82, 4.84 ve 4.86 no’lu tablolarda 4.79, 4.81, 4.83, 4.85 ve 4.87 no’lu
tablolarda verilen ortalama,Kdezerlerine en yakin deney numaralarina ait veriler
kullanilarak N,N'-DMF’nin cakilan tim konsantrasyonlari iciSekil 4.119'da
gosterilen Lineweaver-Burk diyagrami eiurulmuwstur. Sekil 4.119'da N,N'-
DMF’nin artan konsantrasyonlari vagminda cizilen Lineweaver—Burk diyagrami,
N,N'-DMF’nin 1,4—dioksanda oldu gibi alkalen proteaz tizerinde zorunlu olmayan
aktivasyon etkisi olgturdusunu gostermektedir. Kaktivasyon sabitini ver ve 3
parametrelerini hesaplayabilmek icin Lineweaver—Burk diyagramindan elde edilen
intersept ve gimlerden yararlanilarak; bélim 2.4.2°'de belirtddgibi; Sekil 4.120

ve 4.121'de gosterilen ikincil ve dcuncil cizimlere gidgtmi Sekil 4.120'de
gosterilen ikincil ¢cizimden zorunlu olmayan aktivasyonda goérulen hiperboller elde
edildiginden veSekil 4.121’de gosterilen tGcuncil c¢izimler glurulmus ve lineer
dogrular elde edilmgtir. 2.27 no’lu sekilde gosterildii gibi (2.38) ve (2.39) no’lu
esitliklerden yararlanilarak tgtincil ¢izimle elde edilergdarin giminden, yatay

ve disey eksenler Uzerindeki interseptlerinden yararlanilarak, & ve p

parametreleri hesaplangnue sonuclar tablo 4.88'de verilgtir.

0.0014—”""""'IIIIIIIIIII * Nativ Enzim (NE)

0.0012 |- o %2.5N,N"- DMF + (NE)
= o001 | o %5 N,N-DMF + (NE)
§ 0.0008 |- A 9%7.5 N,N-DMF + (NE)
2 0.0006 - v %10 N,N"-DMF + (NE)
3 0.0004 | o %15 N,N"-DMF + (NE)

0.0002 |-

O -| 1 T B R I P NN R NN T (N SR I S B!

-1.2-1-0.80.60.40.2 0 0.20.40608 1 1.2
1/[S], (mg/mL kazeirn)

Sekil 4. 119: N,N'-DMF’nin artan konsantrasyonlari v@&arida olgturulan Lineweaver—
Burk diyagrami

181



0.001 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 0.0007
a | o K/NV_ ]
£ 0.0009 § ol mer 4 0.00065
% L —— 1INV g
E 4 00006 £
2 | 3
= (S
S 1 0.00055 =
z\m | N
E
% 4 0.0005 <F
£ . =
>
~E 4 0.00045
X

00004 T I T S T IS T T T TN IS T N N T | 00004

0 02040608 1 12141618 2
[N,N'-DMF], (M)
Sekil 4. 120: N,N'-DMF’nin artan konsantrasyonlari v@aridaSekil 4.20'deki dgrularin

egim ve interseptlerinin N,N'-DMF’nin konsantrasyonunask@aretlenmesiyle okiurulan
ikincil gizim

16000 11T 1T —1 16000

14000 - o 1/aEgim 4 14000

12000 - e 1/Aintersept 7 12000
g 10000 - -4 10000 &
= - ] o
’LE” 8000 | { 8ooo £
6000 | { 6000 §

4000 + /O/ 4000

L o) i
2000 r -4 2000
0 -| | | T T T I I T N T T T N I | |- 0

-4-3.532.52-1.51-0500511.52253354
:L/[N,NI-DMF] ’ (M)-l

Sekil 4. 121: N,N'-DMF’nin artan konsantrasyonlari v@arida olgturulan t¢incuil gizim

Tablo 4. 88: N,N'-"DMF’nin artan konsantrasyonlari ianda tctncil ¢izimlerden
yararlanilarak hesaplananp ve K, deserleri

1/[A]-1/Aintersept  1/[A]-1/AEgim

r=0.9590 r=0.9631
intersept 7525.67 1755.12
Egim 2793.60 625.50
B 1.33 i
o - 0.49
Ka. (M) 1.01 0.97
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N,N'-=DMF’nin artan konsantrasyonlari vainda alkalen proteaz enziminin kinetik
parametreleri olan i ve ki/Kn deserleri (3.4) no’lu denklemden, termodinamik
parametreleri ise (2.40), (2.41) ve (2.42) no’lu denklemlerden yararlanilarak
belirlenmg ve tablo 4.89'da kinetik parametreler, tablo 4.90'da termodinamik

parametreler verilngtir.

Tablo 4. 89: Artan N,N'-DMF konsantrasyonu v@&rida alkalen proteaz enziminin kinetik
parametreleri

% K Vm kcat kcat/K m

N,N'-=DMF  (mg/mL rTI;azein) (umol tirozin/mL/min) (dak)*  (dak)*(mg/mL kazein)*
0 1.68 10.22 1759.00 1048.44
2.5 1.35 11.85 2039.61 1510.80
5 1.30 12.00 2065.39 1588.82
7.5 1.07 12.17 2094.73 1957.61
10 1.00 12.38 2130.82 2130.81
15 0.96 13.22 2275.40 2370.19

Tablo 4. 90: Artan N,N'-DMF konsantrasyonu viarida alkalen proteaz enziminin
termodinamik parametreleri

% AG" AG? AG
E-T E-S
NN-DMF  (kdI/mol)  3/mol)  (ka/mol)
0 6578  -17.53 131
25 6540  -17.91 0.76
5 6536  -17.97 0.66
75 6533  -17.98 0.17
10 6529  -18.02 0.00
15 6512  -18.19 0.10

Calilan N,N'-DMF konsantrasyonlarina karenzimin kinetik ve termodinamik
parametrelerisaretlendginde aralarinda dgusal iliskiler belirlenmitir. Sekil 4.122

ve 4.124 enzimin §; ve kd/Ky, degerlerinin artan N,N'-DMF konsantrasyonlari ile
lineer olarak artfi gorulmektedir. Sekil 4.123, 4.1254.126 ve 4.127 sirasiyla
enzimin K, degerinin, AG*, AG! , ve AG. . deserlerinin ise artanN,N'-DMF
konsantrasyonu ile lineer olarak azgldi gostermektedir. Bu agtive azallar
N,N'-DMF’in enzim Uzerindeki zorunlu olmayan aktivasyonunun Kkinetik ve

termodinamik gostergeleridir.
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Sekil 4. 122: Alkalen proteazinkdegerinin artan N,N'-DMF konsantrasyonuylagdasal
degisimi (r= 0.9695)

K., (mg/mL kazein)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
N,N'-DMF Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 123: Alkalen proteazin Jdegerinin artan N,N'-DMF konsantrasyonuylagdasal
degisimi (r=-0.9179)
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Sekil 4. 124: Alkalen proteaziny¢K,degerinin artan N,N'-DMF konsantrasyonuyla
dogrusal dgisimi (r= 0.9753)

184



66 T T T T T T T T T T T T T T
65.8 ¢ b
65.6 ]

65.4

AG* ,(kJ/mol)

65.2

65 -

64.8 T TS N N S RS B
0 2 4 6 8 10 12 14 16
N,N'-DMF Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 125: Alkalen proteazinG* degerinin artan N,N'—DMF konsantrasyonuylagdasal
degisimi (r=-0.9712)
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Sekil 4. 126: Alkalen proteaziAG._, degerinin artan N,N'-DMF konsantrasyonuyla
dogrusal dgisimi (r= -0.9645)

DG’ ,(kd/mol)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
N,N'-DMF Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 127: Alkalen proteazim\G. jdegerinin artan N,N'-DMF konsantrasyonuyla
dogrusal dgisimi (r=-0.9260)
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4.1.3.6.2.1 N,N-DMF varlginda enzimatik katalizi etkileyen faktorlerin

enzimin kinetik ve termodinamik parametreleri ile ili skilendiriimesi

Artan N,N'-DMF konsantrasyonu ile gkili log P deserleri (2.43) no’lu gitlikten
yararlanilarak hesaplangtar. Buna gére N,N-DMF’in ¢cailan konsantrasyonlar ile

ili skili log P dezerleri tablo 4.91'de verilngtir.

Tablo 4. 91: Artan N,N'-DMF konsantrasyonlari ilgkili log P dezerleri

N,N'— DMF Log P
Konsantrasyonu, (%)
0 -1.380
2.5 -1.378
5 -1.376
7.5 -1.375
10 -1.373
15 -1.368

Calsilan N,N'-DMF konsantrasyonlari ile gkili log P deserlerine kagi enzimin
kinetik (Keas Km, KealKm) Ve termodinamik parametreleh@*, AGE ; ve AG, )

isaretlendginde aralarinda dgusal iligkiler belirlenmitir. Log P dgerlerine kagilik
gelen kinetik parametrelerin grafiklegekil 4.128, 4.129 ve 4.130’da, termodinamik
parametrelere kautik gelen grafiklersekil 4.131, 4.132 ve 4.133'te gosteriki.
Artan N,N'-DMF konsantrasyonlarinda enzimin kinetik parametreleri olanvé
kealKm degerleri artan N,N'-DMF konsantrasyonunaglbaolarak arttgl icin bu
konsantrasyonlar ile gkili log P deserleri ile kinetik parametreler arasinda lineer
olarak artan ikki gozlenmgtir. N,N'-DMF’in artan konsantrasyonlarinda enzimin
K deseri azaldgindan artan N,N'-DMF konsantrasyonlari ilgkili log P dezerleri
ile Ky deserleri arasinda dpusal olarak azalan ski vardir. Artan N,N'-DMF
konsantrasyonunda enzimin termodinamik parametreleri @padidin, bu

konsantrasyonlar ile ikili log P deserleri ile termodinamik parametrelexG”,

AG! . ve AG__ arasinda lineer olaraazalan ilgkiler belirlenmitir.
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Sekil 4. 128: Artan N,N'-DMF konsantrasyonlari ilgkili Log P dezerleri ile enzimin ky
degerlerinin dgisimi (r= 0.9914)
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Sekil 4. 129: Artan N,N'-DMF konsantrasyonlari ilgkili Log P deserleri ile enzimin K,
degerlerinin degisimi (r=-0.8527)
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Sekil 4. 130: Artan N,N'-DMF konsantrasyonlari ilgkili Log P dezerleri ile enzimin
keal Km degerlerinin dgisimi (r= 0.9373)
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Sekil 4. 131: Artan N,N'-DMF konsantrasyonlari ilgkili Log P deserleri ile enziminAG”
degerlerinin deisimi (r= -0.9933)
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Sekil 4. 132: Artan N,N'-DMF konsantrasyonlari ilgkili Log P dezerleri ile enzimin
AG} , degerlerinin degisimi (r=-0.9913)
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Sekil 4. 133: Artan N,N'-DMF konsantrasyonlari ilgkili Log P dezerleri ile enzimin
AG! . deserlerinin deisimi (r= -0.8638)

188



N,N'-DMF’nin 30 °C’deki dielektrik sabiti 38.27 olarak, suyun 25 "C’deki dielektrik
sabiti 78.54 vea deseri 0.20x10° olarak verilmjtir [90,100]. N,N'“DMF’nin
calsilan %2.5, 5, 7.5 10 ve %15 konsantrasyonlarindaki dielektrik sabitleri (2.46)

no’lu esitlikten yararlanilarak hesaplangrue tablo 4.92°de verilngtir.

Tablo 4. 92: Artan N,N'-DMF konsantrasyonlari ilgkiii dielektrik sabitleri

N,N'-DMF Dielektrik

Konsantrasyonu, (%) sabiti
0 76.75

2.5 75.79

5 74.83

7.5 73.86

10 72.90

15 70.98

Calisilan N,N'-DMF konsantrasyonlari ilegkili dielektrik sabitlerine kay enzimin
kinetik (Keas Km, KealKm) Ve termodinamik parametreleh@*, AGE ; ve AG, )

isaretlenmg ve aralarinda dgusal iliskiler belirlenmitir. Dielektrik sabitlerine
karsilik gelen kinetik parametrelerin grafiklegekil 4.134, 4.135 ve 4.136'da,
termodinamik parametrelere kdrk gelen grafiklersekil 4.137, 4.138 ve 4.139'da
gosterilmitir. Artan N,N'-DMF konsantrasyonlarinda enziminakve kalKm
degerleri artmasina kam dielektrik sabitleri azal@indan ka: ve ka/Km deserleri ile
dielektrik sabitleri arasinda lineer olarak azalagkiler gozlenmgtir (Sekil 4.134 ve
4.136). Artan N,N'-DMF konsantrasyonlarinda enzimin, Keserleri degeri
azaldgindan K, ile dielektrik sabitleri arasinda lineer olarak azalarkiili
gozlenmgtir  (Sekil 4.136). Artan N,N'-DMF konsantrasyonlarinda enzimin
termodinamik parametreleri azalip, bu konsantrasyonlar glglildielektrik sabitleri

de azaldiindan, dielektrik sabitleri ile termodinamik parametreler lineer olarak artan
ili skiler belirlenmgtir (Sekil 4.137, 4.138, 4.139).
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Sekil 4. 134: Alkalen proteazindeserleri ile artan N,N'-DMF
konsantrasyonlariyla gkili dielektrik sabitleri arasindaki lineer ggim (r=-0.9692)
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Sekil 4. 135: Alkalen proteazin Kdegerleri ile artan N,N'-DMF konsantrasyonlariyla
ili skili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r= 0.9185)
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Sekil 4. 136: Alkalen proteazin K, deserleri ile artan N,N'-"DMF konsantrasyonlariyla
ili skili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r=-0.9756)
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Sekil 4. 137: Alkalen proteazinG” degerleri ile artan N,N'-DMF konsantrasyonlariyla
ili skili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r= 0.9709)
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Sekil 4. 138: Alkalen proteaziAG._, degerleri ile artan N,N'-DMF konsantrasyonlariyla
ili skili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r= 0.9649)

AG ¢, (kd/mol)

70 71 72 73 74 75 76 77 718

Sekil 4. 139: Alkalen proteazinG. g degerleri ile artan N,N'-DMF konsantrasyonlariyla
ili skili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r= 0.9267
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4.1.3.5.3 Asetonitril varlginda enzimin  kinetik ve termodinamik

parametrelerinin belirlenmesi

Sekil 4.7de goruldgu gibi asetonitrii  varfiinda  aktivasyon %30
konsantrasyonundan sonra gori@dicin asetonitril variinda %32.5, 35, 37.5, 40,
42.5 ve %45 konsantrasyonlarinda gahistir. Bu konsantrasyonlar icin afwrulan
Lineweaver—Burk diyagramlagekil 4.140, 4.141, 4.142, 4.143, 4.144 ve 4.145te
gosterilmitir. Caligsilan asetonitril konsantrasyonlari v@rhda Folin-Ciocalteau
reaktifi icermeyen yodntem ile belirlenenKve Vi, deserleri ile olwturulan
dogrularin interseptleri ve @mleri sirasiyla tablo 4.93, 4.95, 4.97, 4.99, 4.101 ve
4.103'te verilmgtir. Hesap ile bulunan K ve V, deserlerinin ortalamalari ile
dogrularin y eksenini kesti noktalar olan interseptleri vesinlerinin ortalamalari,
standart sapmalari ile birlikte tablo 4.94, 4.96, 4.98, 4.100, 4.102 ve 4.104'te

verilmistir.
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Sekil 4. 140: %32.5 Asetonitril vaginda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini
belirlemek tzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 93: %32.5 Asetonitril vagiinda enzimir§ekil 4.140’taki Lineweaver-Burk
diyagrami ile belirlenmgi K, ve V,, degerleri

Deney intersept Egim (mK/nFnL ( ;i/rr:)zin Dondstdriilen V KE;?SIZS).IS().n
No g kagein) /'rfL/dak) (wmoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.000720.00119 1.65 1388.89 7.67 0.9664
2 0.000730.00113 1.55 1369.86 7.56 0.8828
3 0.000750.00111 1.48 1333.33 7.36 0.8925
4 0.000730.00124 1.70 1369.86 7.56 0.8837
5 0.0007 0.00121 1.73 1428.57 7.88 0.9998

Tablo 4. 94: %32.5 Asetonitril vaginda enzimin k;, ve Vp, intersept ve @m
parametrelerinin ortalama gerleri ve ortalamalarin standart sapmalarini icergekitde

ifadesi
Km (mg/mL kazein) 1.62 +0.05
Vm. (g tirozin /mL/dak) 1378 £ 14.49
DonGstaralen W, (umoltirozin/mL/dak)| 7.61 + 0.09
intersept 7.26x10% + 8.12x10°
Egim 1.18x10" + 2.44x10°
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Sekil 4. 141: %35 Asetonitril vagiinda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini
belirlemek tzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 95: %35 Asetonitril vaginda enzimin 4.141'deki Lineweaver-Burk diyagrami ile
belirlenmis K, ve V;, degerleri

Deney intersept Egim (mg/nFnL ( :i/rrcr])zin Donstardlen V Kli);?sl,gsgn
No Pt =2 kaein) /midaky) (wMoltirozin/mi/dak) (r)y
1 0.000680.00113 1.66 1470.59 8.12 0.9735
2 0.000670.00106 1.58 1492.54 8.24 0.9607
3 0.000670.00111 1.66 1492.54 8.24 0.9531
4 0.000690.00104 1.51 1449.28 8.00 0.9669
5 0.000710.00100 1.41 1408.45 7.77 0.9689

Tablo 4. 96: 35% Asetonitril vaginda enzimin Ig ve V,, intersept ve @m
parametrelerinin ortalama gerleri ve ortalamalarin standart sapmalarini icergekitde

ifadesi
Km (mg/mL kazein) 1.56 £ 0.05
Vm (ug tirozin /mL/dak) 1462 + 15.75
Dondstardlen y, (umol tirozin/mL/dak)| 8.07 £ 0.09
intersept 6.84x10" + 7.48x10°
Egim 1.11x10° + 2.36x10°
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Sekil 4. 142: %37.5 Asetonitril vaginda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini
belirlemek tGzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 97: %37.5 Asetonitril vaginda enzimin 4.142'deki Lineweaver-Burk diyagrami
ile belirlenmi K., ve V., degerleri

Km vm o Korelasyon
Dagey Intersept  Egim (Iggzaér::]IS (/lrlﬁjlfill;joazli(? (u%%rlltlijfél;irﬁ};nl_/\égk) kat(src’;lylm
1 0.000550.00069 1.25 1818.18 10.03 0.9845
2 0.000540.00075 1.39 1851.85 10.22 0.9982
3 0.000530.00078 1.47 1886.79 10.41 0.9950
4  0.000550.00066 1.20 1818.18 10.03 0.9974
5 0.000570.00081 1.42 1754.39 9.68 0.9965

Tablo 4. 98: %37.5 Asetonitril vagiinda enzimin Ig ve V,, intersept ve @m
parametrelerinin ortalama glerleri ve ortalamalarin standart sapmalarini icergekide

ifadesi
Km (mg/mL kazein) 1.35+0.051
Vm, (ug tirozin /mL/dak) 1825.88 + 21.93
DonGstaralen My, (umoltirozin/mL/dak){ 10.08 £ 0.121
Intersept 5.48x10" + 6.63x10°
Egim 7.38x10% + 2.78x10°
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Sekil 4. 143: %40 Asetonitril vagiinda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini
belirlemek tzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 99: %40 Asetonitril vaginda enzimin 4.143'teki Lineweaver-Burk diyagrami ile
belirlenmis K, ve V;, degerleri

Deney intersept Egim (mK/nr1nL ( ?i/rrgzin Dondstdiriilen Vm KE;?QZS)IISH
No P g kagein) /lrlr?L/dak) (umoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.000470.00059 1.26 2127.66 11.74 0.9638
2 0.000490.00059 1.2 2040.82 11.26 0.9926
3 0.000470.00065 1.38 2127.66 11.74 0.9945
4 0.000490.00063 1.29 2040.82 11.26 0.9518
5 0.000520.00064 1.23 1923.08 10.61 0.8949

Tablo 4. 100: %40 Asetonitril vagiinda enzimin K, ve V,, intersept ve @m
parametrelerinin ortalama gerleri ve ortalamalarin standart sapmalarini icergekitde

ifadesi
Km (mg/mL kazein) 1.27 £ 0.03
Vm. (Ug tirozin /mL/dak) 2052.01 + 37.63
Dondsturtlen i, (umol tirozin/mL/dak){ 11.03 £0.21
intersept 4.88x10% + 9.16x10°
Egim 6.20x10" + 1.26x10°
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Sekil 4. 144: %42.5 Asetonitril vaginda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini
belirlemek tzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

02 04

Tablo 4. 101: %42.5 Asetonitril vaginda enzimirSekil 4.144'teki Lineweaver-Burk
diyagrami ile belirlenmi K, ve V,, degerleri

Deney intersept Egim (mK/nr1nL ( ?i/rrgzin Dondstdiriilen Vm KE;?QZS)IISH
No P g kagein) /lrlr?L/dak) (umoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.000450.00053 1.18 2222.22 12.26 0.9934
2 0.000450.00052 1.16 2222.22 12.26 0.9445
3 0.000460.00052 1.13 2173.91 12.00 0.9891
4 0.000450.00059 1.31 2222.22 12.26 0.9563
5 0.000470.00053 1.13 2127.66 11.74 0.9654

Tablo 4. 102: %42.5 Asetonitril vaginda enzimin K ve V,, intersept ve @m
parametrelerinin ortalama gkerleri ve ortalamalarin standart sapmalarini icergekide

ifadesi
Km (mg/mL kazein) 1.18 £0.03
Vm (ug tirozin /mL/dak) 2193.65 + 18.96
Dondstarilen \y, (umoltirozin/mL/dak) | 12.11 + 0.10
intersept 4.56x10" + 4.00x10°
Egim 5.38x10" + 1.32x10°
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Sekil 4. 145: %45 Asetonitril vagiinda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini
belirlemek tzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 103: %45 Asetonitril vaglinda enzimirSekil 4.145'teki Lineweaver-Burk
diyagrami ile belirlenmi K, ve V,, degerleri

Deney intersept Egim (mK/nr1nL ( ?i/rrgzin Dondstdiriilen Vm KE;?QZS)IISH
No P g kagein) /lrlr?L/dak) (umoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.000420.00046 1.10 2380.95 13.14 0.9977
2 0.000440.00046 1.05 2272.73 12.54 0.9977
3 0.000420.00053 1.26 2380.95 13.14 0.9934
4 0.000440.00048 1.09 2272.73 12.54 0.9642
5 0.000450.00046 1.02 2222.22 12.26 0.9184

Tablo 4. 104: 45% Asetonitril vagiinda enzimin I, ve V,, intersept ve @m
parametrelerinin ortalama gkerleri ve ortalamalarin standart sapmalarini icergekide

ifadesi
Km (mg/mL kazein) 1.10 £ 0.04
Vm, (Ug tirozin /mL/dak) 2305.92 + 31.99
Donstaralen Vy, (umoltirozin/mL/dak)] 12.73 + 0.18
intersept 4.40x10" + 6.00x10°
Egim 4.78x10% + 1.36x10°
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4.93, 4.95, 4.97, 4.101 ve 4.103 no’lu tablolar ile 4.94, 4.96, 4.98, 4.100, 4.102 ve
4.104 nolu tablolarda verilen ortalama Kmgdderine en yakin deney numaralarina
iliskin veriler kullanilarak asetonitrilin ¢allan tim konsantrasyonlari icifekil
4.146’da gosterilen Lineweaver-Burk diyagrami stlmulmustur. Sekil 4.146’da
asetonitrilin artan konsantrasyonlari vamida cizilen Lineweaver—Burk diyagrami,
asetonitrilin  alkalen proteaz Uzerinde zorunlu olmayan aktivasyon etkisi
olusturdusunu gostermektedir. K aktivasyon sabitini vex ve B parametrelerini
hesaplayabilmek icin Lineweaver—Burk diyagramindan elde edilen intersept ve
egimlerden yararlanilarak; bolim 2.4.2’de belirtgdgibi; sekil 4.147'de gosterilen
ikincil cizime gidilmigtir. Ancak asetonitril varfiinda aktivasyon %30 (6 M)
konsantrasyondan itibaren gozlegidicin ikincil cizim sekil 4.148'de gosterilgi

gibi tekrarlanmgtir. Sekil 4.149'da ise Uclincul gizim verilgtir. ikincil gizimler
zorunlu olmayan aktivasyona uyumlu grafik vermesingmen Uguncil c¢izimden
elde edilen dgrular dizey ekseni solunda ve yatay eksen Uzerindeshkesiginden

a, B parametreleri ve K sabiti hesaplanamastir. Bu sabit ve parametreler her bir
konsantrasyon icin ayri ayri hesaplagtni 2.3 no’lu gitlikten yararlanilarakher bir

farkli asetonitril %’sindeki kx degeri hesaplanngtir. Bolum 2.4.2°'de belirtildii

gibi K'cat = PXKear Oldugundan bulunan kg degerleri nativ enzimin lg; deserine
bolindiginde her bir asetonitril %’sindel deseri hesaplanngtir. Sekil 4.146'da

verilen Lineweaver—Burk diyagraminda timgddarin kesgtigi noktanin ordinati

1

Vm

o—1

o—

deserine aittir (sekil 2.26). Formulden yararlanilarak her bir asetonitril

%'si icin o degeri hesaplanmtir. Sekil 4.146’daki dgrularin &imlerinden
yararlanilarak (2.34) no’lu sdlikte ifade edildgi gibi asetonitrilin ¢calilan tim
konsantrasyonlari vaginda K. degerleri hesaplanmtir. Hesaplanan ve
parametreleri tablo 4.107°'de verilgtir. a, B ve Ka degerlerinin farkh asetonitril
konsantrasyonlariyla geimi ise Sekil 4.150, 4.151 ve 4.152’de gOsterijtm.

199



0.0016 - e Nativ enzim (NE)

0.0014 o %32.5 Asetonitril+NE]
T 0002 0 %35 Asetonitri+NE
S n
= 0.001 T A %37.5 Asetonitri+NE]
= 0.0008 r .
2 L v %40 Asetonitril+NE
= 0.0006 [ .
= L ¢ %42.5 Asetonitril+NE

0.0004 L

L 0 %45 Asetonitril+NE
0.0002
0

-1 -08-06-04-02 0 02 04 06 0.8
1/[S], (mg/mL kazein}

Sekil 4. 146: Asetonitrilin artan konsantrasyonlari varida olgturulan Lineweaver—Burk

diyagrami
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Sekil 4. 147: Asetonitrilin artan konsantrasyonlari vandaSekil 4.146’daki dgrularin
egim ve interseptlerinin asetonitril konsantrasyonungikigaretlenmesiyle okturulan
ikincil ¢izim
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Sekil 4. 148: Asetonitrilin artan konsantrasyonlari varida tekrarlanan ikincil ¢izim
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Sekil 4. 149: Asetonitrilin artan konsantrasyonlari vanda tc¢incil ¢izim

Tablo 4. 105: Artan asetonitril konsantrasyonu gantla hesap ile bulunan B, ve Ky
parametreleri

Asetonitril Konsantrasyonu,

(%) a B KAu (M)
0 - 1 -
20 0.999 1 -
325 0.987 1.034 6.054
35 0.963 1.098 6.315
37.5 0.862 1.369 6.118
40 0.814 1.499 6.324
42.5 0.760 1.645 6.351
45 0.729 1.729 6.627
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Sekil 4. 150: Artan asetonitril konsantrasyonunun hesap ile bulwdagerleri ile desisimi
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Sekil 4. 151: Artan asetonitril konsantrasyonunun hesap ile bulgidagerleri ile deisimi
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Sekil 4. 152: Artan asetonitril konsantrasyonunun hesap ile bulupatederleri ile degisimi
(r=8414)
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Asetonitril varlginda gerceklgen aktivasyon tam olarak zorunlu olmayan aktivasyon
modeline oturtulamangir, ancak artan asetonitrii konsantrasyonunda her bir
konsantrasyon icin belirlenenakdezeri birbirine ¢ok yakindir. Buna dayanarak tam
olmasa da aktivasyonun zorunlu olmayan aktivasyon modeliyle ifadesini yapmanin
blylk hataya neden olmaygcangorilebilir. Asetonitrilinartan konsantrasyonlari
varliginda alkalen proteaz enziminin kinetik parametreleri olag e kdit/Kny
degerleri (3.4) no’lu denklemden, termodinamik parametreleri ise (2.40), (2.41) ve
(2.42) no’lu denklemlerden yararlanilarak hesaplanwa tablo 4.106’da kinetik

parametreler, tablo 4.107’de termodinamik parametreler vetitmi

Tablo 4. 106: Artan asetonitril konsantrasyonu gantla alkalen proteaz enziminin kinetik
parametreleri

% Km Vi Keat Keal Km
Asetonitril (mg/mL kazein) (pumoltirozin/mL/min) (dak)'1 (dak)'l(mg/lmL kazein)
0 1.67 7.36 1600.00 958.12
32.5 1.62 7.61 1654.32 1021.21
35 1.56 8.07 1754.34 1124.59
37.5 1.35 10.08 2191.29 1623.24
40 1.27 11.03 2397.81 1888.11
42.5 1.18 12.11 2632.63 2231.00
45 1.10 12.73 2764.41 2515.34

Tablo 4. 107: Artan asetonitril konsantrasyonu gantla alkalen proteaz enziminin
termodinamik parametreleri

% AG"  AG! AG
Asetonitril  (KI/MO) 4 ymon (kJ/mol)
0 66.01  -17.30 1.9
32.5 6592  -17.39  1.22
35 65.78  -17.53 112
37.5 6521  -18.09  0.76
40 6499  -1832  0.60
42.5 6475  -1856  0.42
45 6463  -1868  0.24
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Caligilan asetonitril konsantrasyonlarina gaenzimin kinetik ve termodinamik
parametrelerisaretlendginde aralarinda dgusal iliskiler belirlenmitir. Sekil 4.153,
4.155 enzimin k:ve kt/Kn, deserlerinin artan asetonitril konsantrasyonuyla lineer
olarak arttgini gostermektektedirSekil 4.154, 4.156, 4.157 ve 4.158 sirasiyla

enzimin K, degerinin, AG", AG! . ve AG. ¢ deserlerinin ise artan asetonitril
konsantrasyonu ile lineer olarak azgldi gostermektedir. Bu agtive azallar

asetonitrilin enzim Uzerindeki zorunlu olmayan aktivasyonunun kinetik ve

termodinamik gostergeleridir.

2800 |
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2000 |
1800 |-
1600 ¢
1400 |
1200 |
1000 L1+

0 10 20 30 40 50

Asetonitril Konsantrasyonu, (%)

Koo » (dak)"

Sekil 4. 153: Alkalen proteazinkdeserinin artan asetonitril konsantrasyonuyl&usal
degisimi (r= 0.9941)

K., (mg/mL kazein)

0 10 20 30 40 50
Asetonitril Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 154: Alkalen proteazindegerinin artan asetonitril konsantrasyonuyl&dsal
degisimi (r=-0.9997)
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Sekil 4. 155: Alkalen proteazind{K . degerinin artan asetonitril konsantrasyonuyl&udsal
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Sekil 4. 156: Alkalen proteaziAG” degerinin artan asetonitril konsantrasyonuyla@usal
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Sekil 4. 157: Alkalen proteaziAG} , degerinin artan asetonitril konsantrasyonuyla

dogrusal dgisimi (r=-0.9906)
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Sekil 4. 158: Alkalen proteaziAG. jdegerinin artan asetonitril konsantrasyonuyl&usal
degisimi (r=-0.9996)

4.1.3.6.3.1 Asetonitril varlginda enzimatik katalizi etkileyen faktorlerin enzimin

kinetik ve termodinamik parametreleri ile ili skilendiriimesi

Artan asetonitril konsantrasyonu ilesKili log P deserleri (2.43) no’lu gitlikten
yararlanilarak hesaplanghr. Buna gore asetonitrilin ¢allan konsantrasyonlar ile
iliskii log P deerleri tablo 4.108'de verilmgiir. Calsilan asetonitril
konsantrasyonlari ile ikili log P deserlerine kagl enzimin kinetik (ka, Km, Kea/Km)

ve termodinamik parametreledh@”, AG: . ve AG. ) isaretlendginde aralarinda

dogrusal iligkiler belirlenmitir. Log P degerlerine kagillk gelen kinetik
parametrelerin grafikle$ekil 4.159, 4.160 ve 4.161'de, termodinamik parametrelere
karsilik gelen grafiklersekil 4.162, 4.163 ve 4.164’te gosteriktmi.

Tablo 4. 108: Artan asetonitril konsantrasyonlari ikkili log P deserleri

Asetonitril Log P
Konsantrasyonu, (%) 9

0 -1.38

32.5 -1.23

35 -1.22

37.5 -1.20

40 -1.18

42.5 -1.17

45 -1.15
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Artan asetonitril konsantrasyonlarinda enzimin kinetik parametreleri qlanvek
kealKm deserleri artan asetonitril konsantrasyonungglbaolarak arttgl icin bu
konsantrasyonlar ile gkili log P deserleri ile kinetik parametreler arasinda lineer
olarak artan ikki gbzlenmgtir. Asetonitrilin artan konsantrasyonlarinda enzimip K
degeri azaldgindan artan asetonitril konsantrasyonlar ilgkili log P deserleri ile
Kn deserleri arasinda dgusal olarak azalan ski vardir. Artan asetonitril
konsantrasyonunda enzimin termodinamik parametreleri @padiin, bu

konsantrasyonlar ile ikili log P deserleri ile termodinamik parametrelexG”,

AGE ., ve AG_ . arasinda lineer olarakzalan ilgkiler belirlenmitir.
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Sekil 4. 159: Artan asetonitril konsantrasyonlari ilgkili Log P dezerleri ile enzimin ky
degerlerinin deisimi (r= 0.9788)

K, (mg/mL kazeir}
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log P
Sekil 4. 160: Artan asetonitril konsantrasyonlari ilgkili Log P dezerleri ile enzimin K,
degerlerinin deisimi (r=-0.9890)
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k./K,,, (dak)(mg/mL kazein}

_200 L Il L Il L Il L Il L Il L Il
-1.36 -1.32 -1.28 -124 -12 -1.16
log P

Sekil 4. 161: Artan asetonitril konsantrasyonlari ilgkili Log P deserleri ile enzimin
keal Km degerlerinin deggisimi (r= 0.9914)

68 T T T T T T T T T T T

AG*, (kd/mol)

64 | i

63 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
-1.36 -1.32 -1.28 -124 -12 -1.16
log P

Sekil 4. 162: Artan asetonitril konsantrasyonlari ilgkili Log P deserleri ile enziminAG*
degerlerinin dgisimi (r= 0.9856)
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-1.36 -1.32 -1.28 -124 -12 -1.16
log P

Sekil 4. 163: Artan asetonitril konsantrasyonlari ilgkili Log P deserleri ile enzimin
AG! . degerlerinin degisimi (r= -0.9849)

208



NG, (kI/mol)

O I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
-1.36 -132 -1.28 -124 -12 -1.16
log P

Sekil 4. 164: Artan asetonitril konsantrasyonlari ilgkili Log P deserleri ile enzimin
AG. ¢ degerlerinin degisimi (r=-0.9905)

Asetonitrilin 30 °C’deki dielektrik sabiti 35.15 olarak, suyun 25 °C’deki dielektrik
sabiti 78.54 ver deseri 0.20x10 olarak verilmitir [100,101]. Asetonitrilin cafilan
%32.5, 35, 37.5 40 42.5 ve %45 konsantrasyonlarindaki dielektrik sabitleri (2.46)
no’lu esitlikten yararlanilarak hesaplangnve tablo 4.109'da verilrgiir. Calisilan

asetonitril konsantrasyonlari ile skili dielektrik sabitlerine kan enzimin kinetik
(Keas Km, kealKm) ve termodinamik parametreleriAG®, AG: . ve AG. )

isaretlenmg ve aralarinda dgusal iliskiler belirlenmitir. Dielektrik sabitlerine
karsilik gelen kinetik parametrelerin grafiklegekil 4.165, 4.166 ve 4.167'de,
termodinamik parametrelere kdrk gelen grafiklersekil 4.168, 4.169 ve 4.170'te
gosterilmitir. Asetonitrilin artan konsantrasyonlarinda enzimigy ke ka/Km
degerleri artmasina kamn k.o ve ka/Km degerleri ile dielektrik sabitleri arasinda
lineer olarak azalan gkiler gozlenmgtir (Sekil 4.165, 4.167). Asetonitrilin artan
konsantrasyonlarinda enziminn,Kdeseri azaldgindan K, ile dielektrik sabiti
arasinda lineer olarak artan birskii goralmistar (Sekil 4.166). Artan asetonitril
konsantrasyonunda enzimin termodinamik parametreleri azalip bu konsantrasyonlar
ile iliskili dielektrik sabitleri azaldiindan dielektrik sabitleri ile termodinamik
parametreler arasinda lineer olarak artgkilér belirlenmitir (Sekil 4.168, 4.169 ve
4.170).
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Tablo 4. 109: Asetonitrilin artan konsantrasyonlari ikkili dielektrik sabitleri

Asetonitril Dielektrik

Konsantrasyonu, (%) sabiti
0 76.75

325 63.23

35 62.19

37.5 61.15

40 60.11

42.5 59.07

45 58.03

3600
3300
3000
2700
2400
2100
1800
1500
1200

k.. (dak)*

54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78

€

Sekil 4. 165: Alkalen proteazindeserleri ile artan asetonitril konsantrasyonlari ilgkili
dielektrik sabitleri arasindaki lineer ggim (r=-0.9941)

K., , (mg/mL kazein)

0.8-|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|

56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76

€

78

Sekil 4. 166: Alkalen proteazinKdezerleri ile artan asetonitril konsantrasyonlari ilgkili
dielektrik sabitleri arasindaki lineer glgim (r= 0.9997)
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2700
2400
2100
1800
1500
1200

900
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56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78

KK, (dak)(mg/mL kazein}

€

Sekil 4. 167: Alkalen proteaziny{K,, degerleri ile artan asetonitril konsantrasyonlari ile
ili skili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r=-0.9989)

66

65.5

65

AG*, (kJ/mol)

64.5

64 TN I [N TR TR T Y T TN S T T AT SO IS S B
56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78

€

Sekil 4. 168: Alkalen proteazwG” degerleri ile artan asetonitril konsantrasyonlari ilgkili
dielektrik sabitleri arasindaki lineer glgim (r= 0.9912)

B T o e e e e LA B w2 s s s s
-16.5
-17
-17.5
-18
-18.5

AG. ., (kd/mol)

-19
-19.5 b

_20 NN I [ T ST Y O T S T T T ST Y SO N}
56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78

€

Sekil 4. 169: Alkalen proteazhG? . degerleri ile artan asetonitril konsantrasyonlari ile
ili skili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r= 0.9979)
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Sekil 4. 170: Alkalen proteazG.  degerleri ile artan asetonitril konsantrasyonlari ile
ili skili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r=-0.9996)

4.1.3.6.4 DMSO varlginda enzimin kinetik ve termodinamik parametrelerinin

belirlenmesi

DMSO’nun artan konsantrasyonlari v@rhda enzim Uzerinde; 20% DMSO
konsantrasyonuna kadar aktivasyon go6zlenmaiyni organik ¢ozicucunin 30%
konsantrasyonundan itibaren ise inhibsiyon gozletimiBu ylzden bu c¢o6zicu
varhiginda; 20% konsantrasyona kadar aktivasyon Kine20% konsantrasyonunun
Uzerinde de inhibisyon kingiicalisiimistir (Sekil 4.9).

4.1.3.6.4.1 DMSO’nun inhibitor etki gosterdgi konsantrasyonlarda enzimin

kinetik ve termodinamik parametrelerinin belirlenmesi

DMSO’nun inhibitdr etkisini belirlemek Gzere %30, 35, 40 ve 45
konsantrasyonlarinda cglmistir. Bu konsantrasyonlarda enzimin kinetik
parametrelerini belirlemek icin aiturulan Lineweaver—Burk diyagramlagekil
4.171, 4.172, 4.173, ve 4.174'te gosterglini Kinetik parametrelerin belirlenmesi
Folin-Ciocalteau reaktifi icermeyen yontemle vyapgm Calsilan DMSO
konsantrasyonlarinda elde edilen Linweaver-Burk diyagramlaringim eve
interseptleri ile bunlardan hesaplanap ¥e Vi, deserleri ile olwturulan dgrularin
interseptleri ve gmleri tablo 4.110, 4.112, 4.114, ve 4.116’da verhmi
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Hesaplanan K ve V. deserleri ile Linweaver-Burk diyagramlarinin intersept ve
egimlerinin ortalamalari, standart sapmalari ile birlikte tablo 4.111, 4.113, 4115, ve
4.117'de verilmgtir.

L
0.002 + 4| @ 1.Deney|
0.0018 /
0.0016 [
0.0014
0.0012 [
0.001 |
0.0008 |-
0.0006 [
0.0004 [
0.0002

0 2. Deney|
= 3. Deney|
A 4. Deney
v 5. Deney|

1/v, (U/mL/min)*

-1.41.2-1-0.80.60.40.2 0 0.20.40.60.8 1 1.2
1/[S], (mg/mL kazein)

Sekil 4. 171: %30 DMSO vaginda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini
belirlemek Gzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 110: %30 DMSO vaginda enzimir§ekil 4.171'deki Lineweaver-Burk
diyagramiyla belirlenmiK, ve V,, degerleri

Deney intersept Egim (mE/nFnL ( :i/rrcr])zin Donustaralen Vm KI?;?SIZSQn
No kazein) /';?L/dak) (umoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.000770.00088 1.14 1369.86 7.56 0.9945
2 0.000750.00089 1.19 1333.33 7.36 0.9982
3 0.000730.00080 1.10 1369.86 7.56 0.9686
4 0.000700.00084 1.04 1351.35 7.46 0.9769
5 0.000710.00084 1.05 1333.33 7.36 0.9728

Tablo 4. 111: %30 DMSO vaginda enzimin kg ve Vi, intersept ve @m parametrelerinin
ortalama dgerleri ve ortalamalarin standart sapmgetterini icerecelgekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.10£0.03

Vm. (g tirozin /mL/dak) 1351.55 £8.17
Donstaralen y, (Lmoltirozin/mL/dak) 7.46 + 0.05
intersept 7.40x10% + 4.47x1°
Egim 8.20x10" + 2.09x10°

213



0.0022'I'I'I'I'I'I"I'I'I'I'I'

0.002 F 4 o 1.Deney
0.0018 e 2 Deney
o 0.0016 7]
€ - 1| © 3.Deney
§ 0.0014 i ]
—El 0.0012_— 1™ 4. Deney,
> 0001 ¢ 1l & b5.Deney
= 0.0008 B i
~ 0.0006 | 1
0.0004 B i
0.0002 .
O _| | FI I T I T T T I S A N T | |_

-1.41.2-1-0.80.60.40.2 0 0.20.40.60.8 1 1.2
1/[S], (mg/mL kazein}

Sekil 4. 172: %35 DMSO vaginda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, degerlerini
belirlemek Gzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 112: %35 DMSO vaginda enzimirSekil 4.172'deki Lineweaver-Burk
diyagramiyla belirlenmiK,, ve V,, degerleri

Deney intersept Egim (mlg/nFnL (pg?i/rnc;zin Dbn_u st[]_rulenvm KI?;?SIZ?XSCT
No kazein) /mLidak) (umoltirozin/mL/dak) "

1 0.000860.00087 1.01 1162.79 6.42 0.9746
2 0.000840.00077 0.92 1190.48 6.57 0.9373
3 0.000800.00078 0.98 1250.00 6.90 0.9917
4 0.000860.00084 0.98 1162.79 6.42 0.9954
5 0.000880.00080 0.91 1136.36 6.27 0.9933

Tablo 4. 113: %35 DMSO vaginda enzimin kg ve V, intersept ve @m parametrelerinin
ortalama dgerleri ve ortalamalarin standart sapmgetterini icerecelgekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 0.96 £ 0.02

Vm. (Ug tirozin /mL/dak) 1180.48 £ 19.37
Dondsturtlen Vi, (umoltirozin/mL/dak) 6.52 £0.11
intersept 8.50x10" + 1.36x10°
Egim 8.20x10" + 1.88x10°
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00022 _' 17T T1 7717 T 717 77T T T T T T T 17T 77
0.002 o 1. Deney|
0.0018j 1| e 2. Deney
o 0.0016 B .
£ 00014 | J 7 S Peney
g 0.0012 ] ® 4. Deney
S 0001 1| & 5. Deney
= 0.0008 ]
~ 0.0006 - 1
0.0004 | .
0.0002 B N
O L (R I T I TR N T N T I TR I T T I

-1.41.2-1-0.80.60.40.2 0 0.20.40.60.8 1 1.2
1/[S], (mg/mL kazeir)

Sekil 4. 173: %40 DMSO vaginda alkalen proteaz enziminin,Ke V,, deerlerini
belirlemek Gizere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 114: %40 DMSO vaginda enzimirSekil 4.173'teki Lineweaver-Burk
diyagramiyla belirlenmiK, ve V,, degerleri

Deney intersept Egim (mK/nr1nL ( ?i/rrgzin Dondstdiriilen Vm KE;?QZS)IISH
No P g kagein) /lrlr?L/dak) (umoltirozin/mL/dak) (r)y

1 0.001000.00091 0.91 1000.00 5.52 0.9224
2 0.000990.00089 0.90 1010.10 5.57 0.9960
3 0.000990.00093 0.94 1010.10 5.57 0.9909
4 0.001030.00089 0.86 970.87 5.36 0.9972
5 0.000960.00098 1.02 1041.67 5.75 0.9470

Tablo 4. 115: %40 DMSO vaginda enzimin K, ve V,, intersept ve @m parametrelerinin
ortalama dgerleri ve ortalamalarin standart sapmgetterini icerecelgekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 0.94 +0.03

Vm. (g tirozin /mL/dak) 1006.55 £ 11.34
DonGstaralen y, (Lmoltirozin/mL/dak) 5.56 + 0.06
intersept 9.90x10% + 1.12x10°
Egim 9.20x10" + 1.67x10°
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0.0022

0.002
0.0018
0.0016
0.0014
0.0012

0.001
0.0008
0.0006
0.0004
0.0002

0 V WAA 1 0 o Lo Lo b Lo Lo 1oy 1y ]

-1.41.2-1-0.80.60.40.2 0 0.20.40.60.8 1 1.2
1/[S], (mg/mL kazein)

© 1. Deney|
® 2. Deney,
o 3. Deney
® 4 Deney|
A 5. Deney|

1/v, (U/mL/min)*

Sekil 4. 174: %45 DMSO vaginda alkalen proteaz enziminkty, ve V,, degerlerini
belirlemek Gzere c¢izilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 116: %45 DMSO vaginda enzimir§ekil 4.174’teki Lineweaver-Burk
diyagramiyla belirlenmiK, ve V,, degerleri

Deney intersept Egim (mK/n;nL ( ?i/rrgzin Dontstairdilen V', KE{E??P
No g kagem) /'rfL/dak) (umoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.00106 0.0009 0.85 943.40 5.21 0.9570
2 0.001090.00090 0.83 917.43 5.06 0.9507
3 0.001010.00091 1.13 990.10 5.46 0.9698
4 0.001090.00114 0.85 917.43 5.06 0.9645
5 0.001060.00099 0.93 943.40 5.21 0.9517

Tablo 4. 117: %45 DMSO vaginda enzimin kg ve Vy, intersept ve @m parametrelerinin
ortalama dgerleri ve ortalamalarin standart sapmaetterini icerecelgekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 0.86 + 0.06

Vm (ug tirozin /mL/dak) 942.35 +£13.27
Dondstardlen Vy, (Lmoltirozin/mL/dak) 5.20 £ 0.07
intersept 1.06x10" + 1.46x10°
Egim 9.70x10" + 4.51x10°
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4.110, 4.112, 4.114 ve 4.116 no’lu tablolarla 4.111, 4.113, 4.115 ve 4.117 no’lu
tablolarda verilen ortalama Km gerlerine en yakin deney numaralarina ait veriler
kullanilarak DMSO’nun c¢agilan tim konsantrasyonlari icigekil 4.175’te gorulen
Lineweaver—Burk diyagrami ajturulmuwstur. Sekil 4.175'te gorilen Lineweaver—
Burk diyagrami, DMSO’nun alkalen proteaz Uzerinde un—kompetitif tip inhibisyon
olusturdusunu gostermektedirinhibisyonun kismi ya da gercek un—kompetitif
inhibisyon oldgunu gérmek ve K inhibisyon sabitini hesaplayabilmek icin
Lineweaver—Burk diyagramindan elde edilen interseptgualerden yararlanilarak
gorinen @im ve interseptlerin inhibitor (DMSO) konsantrasyonlarina sikar
isaretlenmesiylesekil 4.176’da gosterilen ikincil ¢izimlere gidilgtir. ikincil
cizimlerden lineer dgrular elde edilmitir. Bu durum; DMSO’nun artan
konsantrasyonlari vaginda enzimin gercek (basit) un—kompetitif inhibisyona
ugradigl gostermgtir. Elde edilen dgrularin &iminden, interseptinden, yatay ve
disey eksenler Uzerindeki interseptlerinden yararlanilarakleégeri hesaplanmngtir
(tablo 4.118).

0.0024 | | | | | | e Nativ Enzim (NE)
0.002 | o %30 DMSO + (NE)
g 0.0016'_ O %35 DMSO+ (NE)
g I A %40 DMSO+ (NE)
=} 0'0012_' v %45 DMSO+ (NE)
S 0.0008 |-
0.0004 -
: - gl o

-1.2 -08 -04 0 04 08 1.2
1/[S], (mg/mL kazein)

Sekil 4. 175: DMSO’nun artan inhibisyon konsantrasyonlari gartla olgturulan
Lineweaver—Burk diyagrami
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1.2
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0.4
0.2

(1, (M) [0, (M)

Sekil 4. 176: DMSO’nun artan inhibisyon konsantrasyonlari gartlaSekil 4.175'teki
dogrularin interseptlerinin ve gorunen,erinin resiprokallerinin DMSO konsantrasyonuna
karsi isaretlenmesiyle okturulan ikincil ¢izimi

Tablo 4. 118: Artan DMSO inhibisyon konsantrasyonlari gartia ikincil ¢izimlerden
yararlanilarak hesaplanan #ezeri

[I]']-/K mgor [|]-l/V mgor

r=0.9886 r=0.9554
Intersept 0.57824 0.00051
Egim 0.08635 0.00008
K (M) 6.69 6.38

DMSO’nun artan konsantrasyonlari v@rmda alkalen proteaz enziminin belirlenen
s ve kd/Kyn deserleri) (3.4) no’lu denklemden,
termodinamik parametrelerhG*, AGE ;, AG. ¢ degerleri) ise (2.40), (2.41) ve

kinetik parametreleri

(2.42) no’lu denklemlerden yararlanilarak hesaplanwe sirasiyla tablo 4.119 ve
kinetik parametreler, tablo 4.120’de veriktm.

Tablo 4. 119: Artan DMSO konsantrasyonu varda inhibisyon olmasi halinde alkalen
proteaz enziminin kinetik parametreleri

% Km Vi Kcat KealKm
DMSO (mg/mL kazein) (umoltirozin/mL/min)  (dak)*  (dak)*(mg/mL kazein)*
0 1.68 10.22 1759.03 1048.44
30 1.10 7.46 1284.02 1167.32
35 0.96 6.52 1122.21 1169.04
40 0.94 5.56 957.04 1018.12
45 0.86 5.20 895.01 1040.69
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Tablo 4. 120: Artan DMSO konsantrasyonu varda inhibisyon olmasi halinde alkalen
proteaz enziminin termodinamik parametreleri

% AG" AGL,  AG.
DMSO (kJ/mol)  (kJ/mol)  (kJ/mol)

0 65.78 -17.53 1.31
30 66.56 -16.75 0.24
35 66.90 -16.41 -0.10
40 67.30 -16.01 -0.16
45 67.47 -15.84 -0.38

Calisilan DMSOQ'’in inhibisyon yap#i konsantrasyonlarina karenzimin kinetik ve
termodinamik parametrelerisaretlendginmis ve aralarinda dgusal iligkiler
belirlenmgtir. Enzimin ka, K ve kd/Km deserlerinin artan DMSO inhibisyon

konsantrasyonu ile lineer olarak azgldi goérilmitir.  Termodinamik

parametrelerdernG” ve AGY . ’nin artan DMSO konsantrasyonu ile lineer olarak

artms (Sekil 4.180 ve 4.181\G, ; ise lineer olarak azalgtir (Sekil 4.182).

2200 T S T
2000
1800
1600

1400

K., - (dak)!

1200

1000

800 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50
DMSO Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 177: Alkalen proteazindegerlerinin artan DMSO inhibisyon konsantrasyonuyla
dogrusal dgisimi (r= -0.9832)
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K., .(mg/mL kazein)

06 I 1 I 1 I 1 I 1
0 10 20 30 40 50
DMSO Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 178: Alkalen proteazindezerlerinin artan DMSO inhibisyon konsantrasyonuyla
dogrusal dgisimi (r= -0.9569)
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Sekil 4. 179: Alkalen proteazinyK, degerlerinin artan DMSO inhibisyon
konsantrasyonuyla @gousal dgisimi (r=-0.8469)
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67.5 I
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66.5 I
66 I

AG* ,(kd/mol)

65.5
65

645 -
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DMSO Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 180: Alkalen proteazin aktivasyon serbest enerjisin@®"() artan DMSO
inhibisyon konsantrasyonuyla glaisal dgisimi (r= 0.9885)
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Sekil 4. 181: Alkalen proteazin gadiali serbest enerjisiniAG?._,) artan DMSO
inhibisyon konsantrasyonuyla glusal dgisimi (r= 0.8451)

AG, ¢ ,(kJ/mol)

0 10 20 30 40 50 60
DMSO Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 182: Alkalen proteazin substraglzana serbest enerjisinidG. ) artan DMSO
inhibisyon konsantrasyonuyla glusal dgisimi (r=-0.9658)

4.1.3.6.4.1.1 DMSO’nun inhibitér etki gosterdgi konsantrasyonlar varliginda
enzimatik katalizi etkileyen faktorlerin enzimin kinetik ve termodinamik
parametreleri ile ili skilendirilmesi

Artan DMSO konsantrasyonu ile skili log P deserleri (2.43) no’lu gitlikten
yararlanilarak hesaplanghr. Buna gore DMSO’nun c¢allan konsantrasyonlari ile
ili skili log P dezerleri tablo 4.121’de verilmgtir.
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Tablo 4. 121: Artan DMSO inhibisyon konsantrasyonlari ikiliilog P dezerleri

DMSO Log P
Konsantrasyonu, (%)

0 -1.380

30 -1.372

35 -1.370

40 -1.368

45 -1.366

Caligsilan DMSO inhibisyon konsantrasyonlari ileskili log P deserlerine kagilik
gelen enzimin kinetik parametreleric{k Km, kealKm) ve termodinamik parametreleri
(AG®, AGE ; ve AG. ) arasinda dgrusal iliskiler belirlenmitir. Log P dgerlerine
karsilik gelen kinetik parametrelerin grafiklegekil 4.183, 4.184 ve 4.185'te,
termodinamik parametrelere kdrk gelen grafiklersekil 4.186, 4.187 ve 4.188'de

gOsterilmitir.

2000 | - T - T - | -

1800

1600

1400

k.. .(dak)!

1200

1000

800 | 1 | 1 | 1 | 1
-1.38 -1.376 -1.372 -1.368 -1.364

log P

Sekil 4. 183: Alkalen proteazindeserlerinin artan DMSO inhibisyon konsantrasyonlari
ile iliskili Log P deserleriyle lineer olarak dgsim (r=-0.9832)
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Sekil 4. 184: Alkalen proteazin Kdezerlerinin artan DMSO inhibisyon konsantrasyonlari
ile iligkili Log P dezerleriyle lineer olarak dgsim (r=-0.9569)
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Sekil 4. 185: Alkalen proteaziny{K, degerlerinin artan DMSO inhibisyon
konsantrasyonlari ile gkili Log P deserleriyle lineer olarak d@sim (r= -0.8496)
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Sekil 4. 186: Alkalen proteazinG” degerlerinin artan DMSO inhibisyon konsantrasyonlari
ile iliskili Log P dezerleriyle lineer olarak dgsim (r= 0.9885)
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Sekil 4. 187: Alkalen proteazinG}._. degerlerinin artan DMSO inhibisyon
konsantrasyonlari ile gkili Log P dezerleriyle lineer olarak dgsim (r= 0.8451)
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Sekil 4. 188: Alkalen proteazinG, ¢ degerlerinin artan DMSO inhibisyon
konsantrasyonlari ile fkili Log P dezerleriyle lineer olarak dgsim (r=-0.9658)

Artan DMSO inhibisyon konsantrasyonlarinda enzimin kinetik parametreleri olan
Kcas Km Ve kafKn deserleri azaldgl icin bu konsantrasyonlar ile gkili log P
degerlerinde de kinetik parametreler ile gosal olarak azalngtir. Artan DMSO
inhibisyon  konsantrasyonlarinda enziminG*, AG! . veAG. . deserleri
arttigindan, bu konsantrasyonlar ilesKili log P deserlerinde de lineer olarak
degisen artmalar gozlenmtir. AG. ¢ deserleri sadece Kile baglantili oldusundan ve

un-kompetitif inhibisyonda enzimin K degeri artan inhibitor (DMSO)
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konsantrasyonu ile azafindan AG. ; degerleri de DMSO ile ilskili log P

degerlerinde lineer olarak azalanski gostermstir.

DMSO’nun 30 °C'deki dielektrik sabiti 46.95 olarak, suyun 25 °C'deki dielektrik
sabiti 78.54 vex deseri 0.20x17 olarak verilmitir [90,100]. DMSO’nun cafilan
%30, 35, ve %45 konsantrasyonlarindaki dielektrik sabitleri (2.46) neitlikien
yararlanilarak hesaplangnwe (4.123) no’lu tabloda verilmtir.

Calisilan DMSO inhibisyon konsantrasyonlar ileskili dielektrik sabitlerine kag
enzimin kinetik (kx Km, keafKm) ve termodinamik deerleri (AG?, AGY . ve
AG. ) arasinda dgrusal iliskiler belirlenmitir. Dielektrik sabitlerine kaulik gelen

kinetik dezerlerin grafikleriSekil 4.189, 4.190 ve 4.191'de, termodinamilgedere
karsilik gelen grafiklerSekil 4.192, 4.193 ve 4.194'te gOsteriktii.

Tablo 4. 122: DMSO’nun artan inhibisyon konsantrasyonlari gkililidielektrik sabitleri

DMSO Dielektrik
Konsantrasyonu, (%) sabiti
0 76.73
30 67.81
35 66.32
40 64.83
45 63.34

Artan DMSO inhibisyon konsantrasyonlarinda enzimin kinetik parametreleri olan
Keas Km Ve kafKm deserleri artan DMSO konsantrasyonlari vanhida azaldiindan,
ancak artan DMSO konsantrasyonuyla arttikca dielektrik sabitleri geadth bu

konsantrasyonlar ile gkili dielektrik sabitlerinde kinetik parametreler gfasal artan
ili skiler gostermgtir. Artan DMSO konsantrasyonuyla enziminG” ve AGY .

degerleri arttgindan bu konsantrasyonlar ilesKili dielektrik sabitleri azaldiindan,
AG" ve AG! . degerleri ve DMSO konsantrasyonu ileskili dielektrik sabitleri

arasinda lineer olarak azalanshiier belirlenmitir. AGe.s deserleri sadece K

degerleri ile ba&lantili olduzundan ve un-kompetitif inhibisyonda enzimin, idezeri
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artan inhibitér (DMSO) konsantrasyonu ile azgiddanAGeg.s degerleri de DMSO
ile iligkili dielektrik sabitleri arasinda lineer olarak artan bikiligorulmdstir.
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60 62 64 66 68 70 72 74 76 78

€

Sekil 4. 189: Alkalen proteazinkdeserlerinin artan DMSO inhibisyon konsantrasyonlari
ile iliskili Log P deserleriyle lineer olarak dgsim (r= 0.9832)

K, . (mg/mL kazein)

60 62 64 66 68 70 72 74 76 78

€

Sekil 4. 190: Alkalen proteazin Kdezerlerinin artan DMSO inhibisyon konsantrasyonlari
ile iligkili Log P dezerleriyle lineer olarak disim (r= 0.9569)
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Sekil 4. 191: Alkalen proteaziny{K, degerlerinin artan DMSO inhibisyon
konsantrasyonlari ile gkili Log P deserleriyle lineer olarak dgsim (r= 0.8496)
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Sekil 4. 192: Alkalen proteaziAG" degerlerinin artan DMSO inhibisyon konsantrasyonlari
ile iliskili Log P deserleriyle lineer olarak dgsim (r= -0.9885)
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Sekil 4. 193: Alkalen proteazinG} . deserlerinin artan DMSO inhibisyon
konsantrasyonlari ile fkili Log P dezerleriyle lineer olarak dgsim (r=-0.845)

227



14
1.2

0.8
0.6
04 |
0.2 o

[any
TTT 7T TTTT
1 1 1 1 1

AG. ¢, (kd/mol)

-0.2
-0.4
-0.6
-0.8

_1'.|.|.|.|.|.|.|.|.

60 62 64 66 68 70 72 74 76 78

€

Sekil 4. 194: Alkalen proteazinG, ¢ degerlerinin artan DMSO inhibisyon
konsantrasyonlari ile gkili Log P dezerleriyle lineer olarak dgsim (r= 0.9658)

4.1.3.5.6.2 DMSO’nun aktivator etki gosterdgi konsantrasyonlarda enzimin

kinetik ve termodinamik parametrelerinin belirlenmesi

DMSO’nun aktivatbr etkisini belirlemek Uzere %25, 5, 10 ve 20
konsantrasyonlarinda cglmistir. Bu konsantrasyonlarda enzimin kinetik
parametrelerini belirlemek icin aiturulan Lineweaver—Burk diyagramlafekil
4195, 4.196, 4.197, ve 4.198'de (gOstegimi Kinetik parametrelerin
belirlenmesinde bdangic hizi o6lcuimleri Folin-Ciocalteau reaktifi icermeyen
yontemle yapilngtir. Calsilan DMSO konsantrasyonlarinda elde edilen Lineweaver-
Burk diyagramlarinin @mleri ve interseptleri ile bunlardan hesaplanap ¥ Vn,
degerleri ile olwturulan dgrularin interseptleri ve g@mleri tablo 4.123, 4.125,
4.127, ve 4.129'da verilngir. Hesaplanan K ve Vi, deserleri ile Lineweaver-Burk
diyagramlarinin intersept vesienlerinin ortalamalari, standart sapmalari ile birlikte
tablo 4.124, 4.126, 4.128, ve 4.130'da vershmi
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Sekil 4. 195: %2.5 DMSO vaginda alkalen proteaz enziminin,Ke V,,degerlerini
belirlemek Gizere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 123: %2.5 DMSO vaglinda enzimirekil 4.195'teki Lineweaver—Burk
diyagramlariyla belirlenmiK, ve V,, degerleri

Deney intersept Egim (mg/nr]nL (pg:i/rrgzin Donu stu_rulen Vim Kféfslgign
No kazein) /mLidak) (umoltirozin/mL/dak) "
1 0.000680.00099 1.46 1470.59 8.12 0.9922
2 0.000660.00096 1.45 1515.15 8.36 0.9865
3 0.000660.00088 1.35 1538.46 8.49 0.9901
4 0.000700.00095 1.36 1428.57 7.88 0.9068
5 0.000650.00106 1.63 1538.46 8.49 0.9820

Tablo 4. 124: %2.5 DMSO vaglinda enzimin K, ve Vp, intersept ve @m parametrelerinin
ortalama dgerleri ve ortalamalarin standart sapmgetterini icerecelgekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.41 £0.03

Vm (ug tirozin /mL/dak) 1498.25 + 21.38
Dondstaralen y, (umoltirozin/mL/dak) | 8.27 +0.12
intersept 6.75x10" + 9.69x10°
Egim 9.68x10" + 2.92x10°
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Sekil 4. 196: %5 DMSO varginda alkalen proteaz enziminin,kKe V,,degerlerini
belirlemek Gzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 125: %5 DMSO vaginda enzimirSekil 4.196'deki Lineweaver—Burk
diyagramlariyla belirlenmiK,, ve V, degerleri

Deney intersept Egim (mlg/nFnL (pg?i/rnc;zin Dbn_u st[]_ri]len Vim KI?;?SIZ?XSCT
No kazein) /mL/dak) (umoltirozin/mL/dak) "
1 0.000650.00087 1.34 1538.46 8.49 0.9854
2 0.000680.00082 1.21 1470.59 8.12 0.9851
3 0.000630.00088 1.40 1587.3 8.76 0.9418
4 0.000730.00077 1.05 1369.86 7.56 0.9980
5 0.000690.00085 1.23 1449.28 8.00 0.9879

Tablo 4. 126: %5 DMSO vaginda enzimin kg ve V,,, intersept ve @m parametrelerinin
ortalama dgerleri ve ortalamalarin standart sapmaetterini icerecelgekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.30 £ 0.05

Vm (ug tirozin /mL/dak) 1483.10 £ 37.45
Dondsturdlen Vy, (Lmoltirozin/mL/dak) 8.34£0.18
intersept 6.76x10" + 1.38x10°
Egim 8.38x10% + 2.22x10°
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Sekil 4. 197: %10 DMSO vaginda alkalen proteaz enziminin,Ke V,,degerlerini
belirlemek Gzere cizilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 127: %10 DMSO vaginda enzimir§ekil 4.197’deki Lineweaver—Burk
diyagramlariyla belirlenmiK, ve V,, degerleri

Deney intersept Egim (mK/nFnL ( ;i/rr:)zin Dondistdriilen V KE;?SIZS).IS().n
No g kagein) /'rfL/dak) (wmoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.000640.00081 1.27 1562.5 8.62 0.9678
2 0.000630.00084 1.33 1587.3 8.76 0.9739
3 0.00068 0.0008 1.18 1470.59 8.12 0.9960
4 0.000710.00078 1.10 1408.45 1.77 0.9836
5 0.000700.00085 1.21 1428.57 7.88 0.9875

Tablo 4. 128: %10 DMSO vaginda enzimin K, ve V,, intersept ve @m parametrelerinin
ortalama dgerleri ve ortalamalarin standart sapmaetterini icerecelgekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.22 +0.04

Vm (ug tirozin /mL/dak) 1491.48 + 35.71
Dondstarilen Vip(umoltirozin/mL/dak) | 8.35+0.21
intersept 6.62x10" + 1.65x10°
Egim 8.16x10" + 1.44x10°
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Sekil 4. 198: %20 DMSO vaginda alkalen proteaz enziminin,Ke V,,degerlerini
belirlemek Gzere c¢izilen Lineweaver—Burk diyagrami

Tablo 4. 129: %20 DMSO vaginda enzimir§ekil 4.198’deki Lineweaver—Burk
diyagramlariyla belirlenmiK, ve V,, degerleri

Deney intersept Egim (mK/nFnL ( ;i/rr:)zin Dondstdriilen V KE;?SIZS).IS().n
No g kagein) /'rfL/dak) (wmoltirozin/mL/dak) (r)y
1 0.000630.00078 1.24 1587.30 8.76 0.9213
2 0.000650.00078 1.20 1538.46 8.49 0.9492
3 0.000640.00078 1.22 1562.50 8.62 0.9354
4 0.000650.00085 1.31 1538.46 8.49 0.9876
5 0.000660.00075 1.14 1515.15 8.36 0.9776

Tablo 4. 130: %20 DMSO vaginda enzimin K, ve V,, intersept ve @m parametrelerinin
ortalama dgerleri ve ortalamalarin standart sapmgetterini icerecelgekilde ifadesi

Km (mg/mL kazein) 1.20 £ 0.02

V. (Ug tirozin /mL/dak) 1573.05 £ 16.85
Donusturdlen My, (g tirozin/mL/dak) | 8.68 + 0.09
intersept 6.45x10% + 5.70x10°
Egim 8.00x10" + 1.20x10°
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4.123, 4.125, 4.127 ve 4.129 no’lu tablolarla 4.124, 4.126, 4.128 ve 4.130 no’lu
tablolarda verilen ortalama ,Kdegerlerine en yakin deney verilerine ait veriler
kullanilarak DMSQ’in c¢akilan tim konsantrasyonlari ici®ekil 4.199'da gorilen
Lineweaver—Burk diyagrami ojturulmustur. Sekil 4.199'da gérilen Lineweaver—
Burk diyagrami cafilan konsantrasyonlarda DMSO’nun alkalen proteaz lzerinde
zorunlu olmayan aktivasyon galurdusunu godstermektedir. Zorunlu olmayan
aktivasyonda hiz denklemi (2.34) no’lugoati ile ifade edilir. Bu bgintida yer alan

Ka aktivasyon sabitini ve ve B parametrelerini hesaplayabilmek icin Lineweaver—
Burk diyagramindan elde edilen intersept vgimgerin aktivator (DMSO)
konsantrasyonuna karisaretlenmesiyleSekil 4.200'de gosterilen ikincil gizimlere
gidilmistir. ikincil cizimler zorunlu olmayan aktivasyonda gorilen hiperbolleri
verdiginden K, a ve B degerlerinin belirlenmesi icinSekil 4.201’de gdsterilen
dcuncul gizimler olgturulmus ve bu gizimlerden lineer goular elde edilmgtir. Elde
edilen dgrular (2.38) ve (2.39) no’lu denklemler ile ifade edilmektedir. Bu
dogrularin Sekil 2.28'de gosterilen @mleri, yatay ve diey eksenler Uzerindeki
interseptleri géz 6nlne alinarakn K o ve B deserleri hesaplanngisonuclar Tablo
4.131’de verilmgtir.

0.0016j 1| e Nativ Enzim (NE)

0.0014 - Al © %2.5DMSO + (NE)
= 00012 r 1l 8 %5DMSO + (NE)
£ _ .
2 0.001 T 1| & %10DMSO + (NE)
= 0.0008 ]
2 i { v %20 DMSO + (NE)
= 0.0006 ]
2 I ]

0.0004 | ]

0.0002 | ]

0 1

-1 -08-06-04-02 0 02 04 06 08
1/[S], (mg/mL kazein)

Sekil 4. 199: DMSO’nun artan aktivasyon konsantrasyonlarigada olgturulan
Lineweaver—Burk diyagrami
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Sekil 4. 200: DMSO’nun artan aktivasyon konsantrasyonlarigadaSekil 199'daki
dogrularin gim ve interseptlerinin DMSO konsantrasyonunakgaretlenmesiyle
olugturulan ikincil ¢izimler
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Sekil 4. 201: DMSO’nun artan aktivasyon konsantrasyonlari@ada olyturulan t¢incul
cizimi

Tablo 4. 131: Artan DMSO konsantrasyonu v@arida tclncul cizimlerden yararlanilarak
hesaplanan, p ve K, degeri

[1]-1/V mgor [1]-K m/V mgor
r=0.9975 r=0.9438
Intersept 8348.63 2005.21
Egm 2062.61 491.51
B 1.19 -
o - 0.72
Ka, (M) 0.42 0.42
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DMSO’nun artan konsantrasyonlari v@rhda alkalen proteaz enziminin belirlegmi
kinetik parametreleri olan k& ve kd/Kn deserleri (3.4) no’lu denklemden,
termodinamik parametreleri olaxG”, AG! . ve AG_ ( ise (2.40), (2.41) ve (2.42)

no’lu denklemlerden yararlanilarak belirlegnvie tablo 4.132’de ve tablo 4.133'te

verilmistir.

Tablo 4. 132: Artan DMSO konsantrasyonu varida aktivasyon olmasi halinde alkalen
proteaz enziminin kinetik parametreleri

% K m Vm kcat kcat/K m
DMSO (mg/mL (umoltirozin/mL/min)  (dak)*  (dak)*(mg/mL kazein)*
kazein)
0 1.67 7.36 1600.00 958.12
2.5 1.41 8.27 1797.82 1275.14
5 1.30 8.34 1813.01 1394.61
10 1.22 8.35 1815.22 1487.94
20 1.20 8.68 1880.41 1567.00

Tablo 4. 133: Artan DMSO konsantrasyonu varida aktivasyon olmasi halinde alkalen
proteaz enziminin termodinamik parametreleri

% AG” AG! . AG_
DMSO (kJ/mol)  (kJ/mol)  (kJ/mol)
0 66.01 -17.30 1.29
2.5 65.71 -17.60 0.87
5 65.67 -17.64 0.66
10 65.69 -17.62 0.50
20 65.60 -17.71 0.46

Caligsilan DMSQO’in aktivasyon yaptl konsantrasyonlarina karenzimin kinetik ve
termodinamik  parametreleri saretlenmg ve aralarinda dgusal iliskiler
belirlenmitir. Enzimin kg ve ki/Kn degerlerinin artan aktivasyon konsantrasyonu

ile lineer olarak artf K, degerinin ise lineer olarak azalgi goralmdtar (Sekil

4.202, 4.203, ve 4.204). Termodinamik parametreler aldéh AG! . ve AG_

E-T

degerlerinin ise DMSO’nun artan aktivasyon konsantrasyonlarinda lineer olarak
azaldgl gorulmigtur. (Sekil 4.205, 4.206, 4.207). Bu artan ve azalan linegkiliér
DMSO’nun calgilan konsantrasyon arginda enzim Uzerinde zorunlu olmayan

aktivator etkisi yapgiinin kinetik ve termodinamik gostergeleridir.
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Sekil 4. 202: Alkalen proteazinkdegerlerinin artan DMSO aktivasyon konsantrasyonuyla
dogrusal dgisimi (r= 0.9646)
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Sekil 4. 203: Alkalen proteazindegerlerinin artan DMSO aktivasyon konsantrasyonuyla
dogrusal dgisimi (r= -0.8441)
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Sekil 4. 204: Alkalen proteaziny{K,degerlerinin artan DMSO aktivasyon
konsantrasyonuyla gousal dgisimi (r= 0.9295)
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Sekil 4. 205: Alkalen proteazinG* degerlerinin artan DMSO aktivasyon
konsantrasyonuyla @gousal dgisimi (r=-0.9566)
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
DMSO Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 206: Alkalen proteaziAG}._, degerlerinin artan DMSO aktivasyon
konsantrasyonuyla @gousal dgisimi (r=-0.9158)

AG. g, (kd/mol)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
DM SO Konsantrasyonu, (%)

Sekil 4. 207: Alkalen proteazinG. ¢ degerlerinin artan DMSO aktivasyon
konsantrasyonuyla @gousal dgisimi (r=-0.8484)
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4.1.3.6.4.2.1 DMSO’nun aktivator etki gosterdii konsantrasyonlar varliginda
enzimatik katalizi etkileyen faktorlerin enzimin kinetik ve termodinamik

parametreleri ile ili skilendirilmesi

Artan DMSO konsantrasyonu ile skili log P deserleri (2.43) no’lu gitlikten
yararlanilarak hesaplanghr. Buna gore DMSO’nun c¢alian konsantrasyonlar ile

ili skili log P dezerleri tablo 4.134'te verilngtir.

Tablo 4. 134: Artan DMSO aktivasyon konsantrasyonlari gkilililog P dezerleri
DMSO

Konsantrasyonu, (%) Log P
0 -1.380

2.5 -1.379

5 -1.378

10 -1.377

20 -1.375

Calisilan DMSO konsantrasyonlari ilegkili Log P dezerlerine kagilik gelen kinetik
parametrelerin grafiklegekil 4.208, 4.209 ve 4.210’da, termodinamik parametrelere
karsilik gelen grafiklerekil 4.211, 4.212 ve 4.213'te gosteriktmi.

2000 T T T T T T T T T T T T T T
1900

3

S 1800

x§ ' T
1700 .
1600 B OI 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1

-1.38 -1.378 -1.376 -1.374
log P

Sekil 4. 208: Alkalen proteazinkdeserlerinin artan DMSO aktivasyon
konsantrasyonlariyla gkili Log P deserleri ile lineer olarak dgsimi (r= 0.9720)

238



1.8 — 7T
1.7
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15
1.4
13
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1.2

11

-1.38 -1.378 -1.376 -1.374
log P

Sekil 4. 209: Alkalen proteazin Kdezerlerinin artan DMSO aktivasyon
konsantrasyonlariyla gkili Log P deserleri ile lineer olarak d@simi (r=-0.7731)

1600

1400

1200 -

1000 1

kK., (dak)(mg/mL kazein}

800 Il L L L Il L L L Il
-1.38 -1.378 -1.376 -1.374
log P

Sekil 4. 210: Alkalen proteaziny{K, degerlerinin artan DMSO aktivasyon
konsantrasyonlariyla gkili Log P deserleri ile lineer olarak d@simi (r=-0.8774)

662 mr—— T T T T T

66  © .

65.8 - 1

AG*, (kJ/mol)

65.6 - 3

654 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1
-1.38 -1.379 -1.378 -1.377 -1.376 -1.375 -1.374
log P

Sekil 4. 211: Alkalen proteazinG” degerlerinin artan DMSO aktivasyon
konsantrasyonlariyla gkili Log P dezerleri ile lineer olarak dgsimi (r=-0.9661)
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-1.38 -1.379 -1.378 -1.377 -1.376 -1.375 -1.374
log P

Sekil 4. 212: Alkalen proteaziAG. , degerlerinin artan DMSO aktivasyon
konsantrasyonlariyla gkili Log P dezerleri ile lineer olarak d@simi (r= -0.8596)

14 —mrm——————7———+—7

12 R

AG. ¢, (kd/mol)

-1.38 -1.378 -1.376 -1.374
log P

Sekil 4. 213: Alkalen proteaziAG. degerlerinin artan DMSO aktivasyon
konsantrasyonlariyla gkili Log P dezerleri ile lineer olarak dgsimi (r=-0.7783)

Artan DMSO aktivasyon konsantrasyonlarinda enzimin kinetik parametreleri olan
Keas Ve kafKm degerleri arttpl icin bu konsantrasyonlar ile gkili log P deserlerinde

de kinetik parametreler ile gousal olarak artmy) K, deserleri azaldgl icin ise
dogrusal olarak azalngtir. Artan DMSO aktivasyon konsantrasyonlarinda enzimin
termodinamik  dgerleri olan AG", AG! . ve AG. . azaldgindan, bu

konsantrasyonlar ile gkili log P deserlerinde lineer olarak geen azalmalar
gorulmugtar.
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DMSO’'nun 30 °C'deki dielektrik sabiti 46.95 olarak, suyun 25 °‘C'deki dielektrik
sabiti 78.54 ven deseri 0.20x1C olarak verilmitir [90,100]. DMSO’nun cafilan
%2.5, 5, 10 ve %20 konsantrasyonlarindaki dielektrik sabitleri (2.46) ngtlikten

yararlanilarak hesaplangnve tablo 4.135'te verilngtir.

Tablo 4. 135: DMSO’nun artan konsantrasyonlari ikkilii dielektrik sabitleri

DMSO Dielektrik
Konsantrasyonu, (%) sabiti
0 76.73
2.5 76.00
5 75.26
10 73.77
20 70.79

Calgilan DMSO konsantrasyonlari ile gkili dielektrik sabitlerine kan enzimin
kinetik (keas Km, kealKm) ve termodinamik parametreledhG”, AGE . ve AG_ )

isaretlenmg ve aralarinda dusal iliskiler belirlenmitir. Dielektrik sabitlerine
karsilik gelen kinetik parametrelerin grafiklegekil 4.218, 4.219 ve 4.220'de,
termodinamik parametrelere kdik gelen grafiklersekil 4.221, 4.222 ve 4.223'te

gosterilmitir.

2000 T T T T T T T T T T T T T T T

1900 -

1800

1700 - -

k.. (dak)

1600 o -

1500 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1
70 72 74 76 78

Sekil 4. 214: Alkalen proteazinkdeserleriyle artan DMSO aktivasyon konsantrasyonlari
ile iligkili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r= -0.9650)
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K., (mg/mL kazein)

70 72 74 76 78

Sekil 4. 215: Alkalen proteazin Kdezerleriyle artan DMSO aktivasyon konsantrasyonlari
ile iliskili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r= 0.8437)

T (00—
1600 [
1500 |
1400 |
1300 |
1200 | ]
1100 | ]
1000 | ]
900 | ]
goo Lo v v o L

70 72 74 76 78

€

kK, (dak)(mg/mL kazein}

Sekil 4. 216: Alkalen proteaziny¢K,, degerleriyle artan DMSO aktivasyon
konsantrasyonlari ile gkili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r=-0.9292)

B62 - v <
66.1 | §
66 | o
65.9 | §
65.8 | §

AG*, (kJ/mol)

65.7 o i
65.6 -

65.5 b

654 L L L Il L L L Il L L L Il
70 72 74 76 78
€

Sekil 4. 217: Alkalen proteazinG” degerleriyle artan DMSO aktivasyon konsantrasyonlari
ile iligkili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r= 0.9567)
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70 72 74 76 78
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Sekil 4. 218: Alkalen proteazinG}. . degerleriyle artan DMSO aktivasyon
konsantrasyonlari ile gkili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r= 0.9155)

14 171717

12 A
l - -
0.8

0.6

AG ¢, (kd/mol)

0.4

0.2 R

O L L L Il L L L Il L L L Il
70 72 74 76 78

Sekil 4. 219: Alkalen proteazinG. degerleriyle artan DMSO aktivasyon
konsantrasyonlari ile gkili dielektrik sabitleri arasindaki lineer gigim (r= 0.8480)

Artan DMSO aktivasyon konsantrasyonlarinda enzimify ke ka/Ky, deserleri
arttigindan ancak artan DMSO konsantrasyonuyla dielektrik sabitleri gzaioh bu
konsantrasyonlar ile gkili dielektrik sabitleriyle ka ve ka/Kyn deserleri arasinda
lineer olarak azalan gkiler gozlenmgtir. DMSO’nun aktivasyon etkisi yag
konsantrasyonlardaKazaldgindan K; ile dielektrik sabitleri arasinda lineer olarak

artan ilski gozlenmitir. Diger taraftan enziminG”, AG! ., ve AG._g degerleri artan

DMSO aktivasyon konsantrasyonu ile azgiddan bu termodinamik derler ile

dielektrik sabitleri arasinda lineer olarak artagkilgorulmastar.
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4.1.4 Organik ¢ozuculerin solvatokromik parametrelerinin enzimin kinetik ve

termodinamik 6zellikleri Gizerine etkilerinin incelenmesi

Organik ¢ozuculerin artan konsantrasyonlari ilgkili solvatokromik parametreleri
olan «* (¢OzlUclUnun dipolarite/polarizienebilme yetge o (hidrojen bg donor
asiditesi ya da ¢ozucunun ¢ozinenden proton verebilme yétepehidrojen bg
akseptor bazisitesi ya da ¢dzucunin ¢ozunene ile proton kabul edebilmesiyetene
EY (gbzucu polaritesi hakkinda bilgi verer(80) deserinin normalize edilnsi hali)
degerleri (2.50), (2.51), (2.51) ve (2.53) no'lusitbklerden yararlanilarak
hesaplanngtir. Tez calgymasinda kullanilan monoalkollerin artan konsantrasyonlari
ile iligkili hesaplanan solvatokromik parametreleri (4.136) no’lu tabloda, aprotik
cobziculerin (N,N'-DMF, 1,4-dioksan, DMSO) ve asetonitrilin solvatokromik

parametreleri (4.137) no’lu tabloda no’lu tabloda  Ozetlgtimi
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Tablo 4. 136: Monoalkollerin farkli konsantrasyonlari icin hesaplanan solvatokromik parangetierile

o, B, 7*, E} parametreleri

Gozucd Metanol Etanol n-propanol i-propanol

s o B oL E',FI o § i E',FI o B i E"F‘ o B oL E',FI
0 1.23 049 114 100 123 049 1.14 00 123 049 114 100 123 049 1.14| 1.00
2.5 1.23 049 115 1.00 - - - - - - - - - - -
5 1.21 049 115 0.99 - - - 1.2 0.51 1.13 0J98 - - - -
10 1.16 0.5 1.16 097 1.14 52 1.13 pP6 1.15 053 1.13 096 1.15 054 1.13| 0.95

125 - - - - - - - 1.11 054 113 094 - - - -
15 - - - 1.08 054 113 098 1.08 055 129 093 1.08 056 1.12 |0.92
20 1.04 052 115 092 101 055 1.13 a.9 1.01 057 124 1089 100 059 1.11| 0.88
25 0.98 053 1.14 0.9 0.95 0,57 112 087 - - - - 094 062 1.1 0.84
30 093 055 112 0838 0.89 0.59 1 0.B2 - - - - 0.88 0.65 1.05 0.81

100 0.93 0.62 0.6 076 083 077 054 065 0.78 083 052 |0.62 0.76 095 0.48| 0.55
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Tablo 4. 137: Aprotik c6zicllerin ve asetonitrilarkll konsantrasyonlari icin hesaplanan solvatokromik parametezlele

o o, B, 7*, E} parametreleri
(’:((OJ/OZ)US?U DMF 1,4-Dioksan DMSO Asetonitril
o oL E',FI o § o B oL E"F‘ o § oL
0 1.00 0.49 114 100 0.00 0.49 114 1 1.23 0.49
2.5 0.99 049 1.14 098 0.00 0.5 0.15 |0.99 - -
5 0.97 048 134 0p6 0.00 05 0.16 pP.98 - -
7.5 0.96 - - 0.00 - - - - -
10 0.94 0.48 134 091 0.00 052 0.17 |0.94 - -
15 0.89 048 1.34 0f86 0.00 - - - - -
20 - 0.00 055 1.18 0.86 - -
30 - 0.00 058 117 0.78 - -
325 - 0.00 - - - 0.67 116 1.16
35 - 0.00 061 115 074 0.63 1.15
375 - 0.00 - - - 0.60 045 1.14
40 - 0.00 063 113 0.7 057 0.45
42.5 - 0.00 - - - 054 045 112
45 - 0.00 065 111 068 052 044
100 0.39 0.37 055 O0J]16 000 0.76 0.76 044 0.19 0.31
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Hesaplanan solvatokromik parametreler ile enzimin kinetik ve termodinangériee
arasindaki igkiler coklu lineer regresyon yontemiyle incelegtmi Monoalkollerin artan
konsantrasyonlarinda monoalkollerin gostgirdkismi ya da gercek non-kompetitif
inhibisyon etkisi sebebiyle enzimin)kdeserinde bir dgisim olmadgindan ve buna tgh
olarak AG._ deseri dezsismediinden bu parametreler ile solvatokromik parametreler
arasinda coklu lineer regresyonlar incelennggmiBuna gore monoalkoller vaginda

enzimin kinetik (ka ve Vi) ve termodinamik AG”* ve AG! .) deserleri ile o ve B

parametreleri arasindaki ¢oklu lineer regresyon denklemleri (4.138) no'lu tabled&!
parametreleri arasindaki coklu lineer regresyon denklemleri (4.139) no’lu tabloela*
parametreleri arasindaki ¢oklu lineer regresyon denklemleri (4.140) no’lu tgbiedl&!
parametreleri arasindaki ¢coklu lineer regresyon denklemleri (4.141) no’lu tgblosla*
parametreleri arasindaki ¢oklu lineer regresyon denklemleri (4.142) no’lu tabioga

EY parametreleri arasindaki coklu lineer regresyon denklemleri (4.143) no’lu tabloda
verilmistir. Aprotik ¢ozuculerino degerleri sifir oldgundan bu parametre ile iligili
regresyonlar yapiimawtir. Ancakp ve EY parametreleri ile enzimin kinetik parametreleri
arasindaki coklu lineer regresyon denklemleri (4.144) no’lu tabloda termodinamik
degerleri ile arasindaki ¢oklu lineer regresyon denklemleri (4.145) no’lu talfiodan*

parametreleri ile enzimin kinetik gerleri arasindaki ¢oklu lineer regresyon denklemleri
(4.146) no’lu tabloda termodinamik gkleri ile arasindaki coklu lineer regresyon

denklemleri (4.147) no’lu tabloda* ve EY parametreleri ile enzimin kinetik gerleri

arasindaki coklu lineer regresyon denklemleri (4.148) no’lu tabloda termodinamik
degerleri ile arasindaki coklu lineer regresyon denklemleri (4.149) no’lu tabloda
verilmistir. Asetonitril aprotik ¢6ziici olmagindan ve artan konsantrasyonlari varida
enzimin Ky, ve AG__g degerleri deistiginden enzimin kinetik ve termodinamik gkxleri

Uzerine asetonitrilin solvatokromik parametrelerinin etkisi ayri tablolarda vgliinBuna
bagli olarak asetonitrilin artan konsantrasyonlari ilgkili solvatokromik parametreleri ile
enzimin kinetik dgerleri arasindaki ¢oklu lineer regresyon denklemleri (4.150) no’lu
tabloda enzimin termodinamik gexleri ile arasindaki ¢oklu lineer regresyon denklemleri

4.151 no’lu tabloda verilmistir.
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Tablo 4. 138: Monoalkollerin we pparametrelerinin enzimin kinetik kve V,,) ve termodinamik4G" ve AGET) dezerleri ile iliskili coklu

lineer regresyon denklemleri (#dr*: korelasyon katsayisi/regresyon katsayisi/diizeftitagresyon katsayisi)

9875

Coziici Kea=@o+ @ a+b B Vi=ata a+b p AG*=ayta atb B AG! . =ataa+bp
16987.31-3379.99 24856.82f 125.45 - 25.50 e183.32 | 0.4062+13.51 4104.69 p| -82.90+13.52 o+ 104.69 B
X 16987.31+ 18211.89 125.45 + 134.54 0.4062 + 68.87 -82.90 + 68.87
Metanol a -3379.99 + 4510.95 25.5 + 33.33 13.51 +17.06 13.52 + 17.06
b -24856.82+ 25786.82 183.32 £ 190.51 104.69 £ 97.51 104.69 £ 97.51
alb 0.14 0.14 0.13 0.13
r/ré/dr? 0.7942/ 0.6307/ 0.4661 0.7719/ 0.5958/ 0.3937 0.8598/ 0.7393/ 0.6089 0.8598/ 0.7393/ 0.6089
-8527.58-3999.5& +9163.9¢ -59.17+28.01 & 62.68 B 100.34 -14.54 ¢30.73 B 17.55-14.68 ¢31.43 B
& -8527.58+ 5514.70 -59.17+ 70.82 100.34 £ 29.35 17.55 + 55.25
Etanol a 3999.58+ 1862.62 28.01+ 24.40 -14.54 +9.91 -14.68 £ 19.04
b 9163.96+ 6561.75 62.68 + 83.16 -30.73 + 34.92 -31.43 + 64.88
a/b 0.45 0.45 0.46 0.46
r/r’ldr? 0.9757/ 0.9520/ 0.9200 0.9723/ 0.9454/ 0.9049 0.9606/ 0.9229/ 0.8715 0.9620/ 0.9256/ 0.8740
23735.117049.9Q1 -29045.88 | -46.87+28.06 #36.69 p | 9.38+13.461% +85.148 | -74.35+ 13.62 + 85.63
& 23735.11+2485.15 -46.87 +24.02 9.38+17.07 -74.35+16.54
n-propanol a -7049.90+908.96 28.06 +8.79 13.46+6.24 13.62+6.05
b -29045.89+2770.10 36.69 £26.78 85.14+19.03 85.62+18.43
a/b 0.25 0.76 0.16 0.17
r/r¥dr? 0.9974/0.9949/0.9915 0.9935/0.9871/0.9786 0.9960/0.9920/0.9868 0.9961/0.9925/0.
11272.42 3634.13 -12240.1( -88.96 + 44.65 o+ 81.51 p 43.13+ 6.000 + 34.8B -4.69-4.4@, -4.408
& 11272.42+ 665.95 -88.96 + 67.76 43.13 +£19.93 -4.69+ 1.00
i-propanol a -3634.13+ 279.06 44.65 £ 28.41 6.00+ 3.20 -4.40+ 15.54
b -12240.10+ 652.91 81.51 £ 66.47 34.87+ 20.73 -4.40+ 15.54
a/b 0.30 0.55 0.19 1
r/réldr? 0.9803/ 0.9609/ 0.9350 0.9480/ 0.8987/ 0.8312 0.9891/ 0.9785/ 0.9641 0.9826/ 0.9655/ (

.9425
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Tablo 4. 139: Monoalkollerin we E’T\' parametrelerinin enzimin kinetik kve V,,) ve termodinamik4G" ve AGET) dezerleri ile iligkili coklu
lineer regresyon denklemleri (#dr*: korelasyon katsayisi/regresyon katsayisi/diizetitagresyon katsayisi)

Goziicu Keam@o+ @ a+b E7 Vi=ata a+ b E} AG'=a+a a+ b E} AG{_;=a+a a+b E]
Metanol -1368.89-301.4@ +1607.37E} -9.47 +2.02 o+ 10.95E} [78.32-1.50 ¢-7.97E} -4.99- 1.503 ¢7.97 E}
& -1368.89 + 1538.6414761.21 -9.47 +109.02 78.32 + 56.96 -4.99+ 56.96
a 301.40 + 11897.40 2.02 +87.87 -1.50 +45.92 -1.503 + 45.92
b 1607.37 + 29398.85 10.95 +217.14 -7.97 +£113.45 -7.97 +113.45
alb 0.19 0.18 0.19 0.19
i /dr, 0.7403/ 0.5481/ 0.3221 0.7111/ 0.5056/ 0.2584 0.8171/ 0.6677/ 0.50(L6 0.8171/0.6677/ 05016
Etanol -1786.68 175.25 +2462.1E" | -12.14 + 1.47 o+ 16.32E] |74.50 + 2.92 - 2.92E] -2.01 +3.04 ¢ 17.61E]
& -1786.68+ 127.26 -12.14 +8.41 74.50 +1.18 -2.0145.58
a 175.25+ 162.95 1.47 £10.77 2.92 +105475000.54 3.04+7.14
b 2462.19+ 322.50 16.32 +21.31 -2.92 + 105475000.54 ~17.61+14.14
alb 0.07 0.09 1.00 0.17
r/r/dr, 0.9661/ 0.9334/ 0.8890 0.9725/ 0.9557/ 0.9095 0.9429/ 0.9010/ 0.8350 0.9674/0.9359/0.§931
n-propanol -25593.02-22538.99+54126.1E | 22.31 + 54.98 6. 84.32E] |159.42 + 64.69 «171.31E] |76.5565.11-172.25E]
& -25593.02+ 6268.28 22.31 + 21.24 159.42 +17.47 76.51+ 17.00
a -22538.99+ 6708.33 54.98 +22.73 64.69 + 18.70 65.13+ 18.19
b 54126.13+ 14539.99 -84.32 +49.26 -171.31+ 40.53 -172.25+ 39.44
alb 0.42 0.65 0.38 0.39
r/r,/dr, 0.9828/ 0.9659/ 0.9433 0.9947/ 0.9894/ 0.9823 0.9955/ 0.9912/ 0.9854 0.9958/ 0.9917/ 0,9861
i-propanol -4423.13 -3365.141 + 9318.04E]  |-9.96 + 3.65 o+ 11.75E) |101.65 26.44y - 66.46E] 17.35+ 25.061 - 63.76E]
& -4423.13+ 5480.61 -9.96 +49.70 101.65+ 14.79 17.35+17.10
a -3365.14+ 8412.04 3.65 +76.28 26.44+ 22.71 25.06+ 26.24
b 9318.04+ 15827.36 11.75 +143.52 -66.46+ 42.73 -63.76+ 49.38
alb 0.37 0.31 0.40 0.37
r/r/dr, 0.9602/ 0.9221/ 0.8701 0.9204/ 0.8472/ 0.7453 0.9903/ 0.9808/ 0.9680 0.9899/ 0.9799/ 09661
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Tablo 4. 140: Monoalkollerin we 7 parametrelerinin enzimin kinetik {kve V) ve termodinamik4G" ve AGET) dezerleri ile iliskili coklu
lineer regresyon denklemleri (#dr*: korelasyon katsayisi/regresyon katsayisi/diizeftitagresyon katsayisi)

Cozuci k=aota arb Vi=a+a arb n* AG'=ay+a o+b n* AG! . =ataa+bm*
7125.55 1482.341 - 7247.46* [52.40 + 10.34 ¢ 53.15# |46.18 - 6.67 & 26.53#  |-37.13 - 6.67 ¢ 26.53 #
a 7125.55+ 5058.81 52.4 +37.51 46.18 + 20.14 46.18 + 20.14
Metanol a 1482.34+490.67 10.34 + 3.64 -6.67 £ 1.95 -6.67 £1.95
b -7247.46 + 4754.83 -53.15 + 35.26 26.53 + 18.93 26.53 + 18.93
a/b 0.20 0.19 0.25 0.25
rir¥idr?|  0.8439/0.7121/ 0.5682 0.8261/ 0.6826/ 0.5239 0.8802/ 0.7747/ 0.6621 0.8802/ 0.7747/ Q
-3402.7G- 1286.03 +419.58t* [-8.063 + 8.81 o+ 2.83 % 77.364.7%, - 3.56T* -6.23 -4.810, -3.2994t*
& -3402.70+ 664.01 -8.063 £ 4.09 77.36+2.78 -6.23+ 2.64
Etanol a 1286.03+ 320.86 8.81+1.98 -4.79+ 1.35 -4.81+ 1.28
b 419.58+ 774.77 2.83+£4.77 -3.56+ 3.25 -3.29+ 3.08
a/b 3.07 3.11 1.35 1.46
rr2dr?|  0.9639/0.9291/0.8819 | 0.9704/0.9418/0.9030 | 0.9640/ 0.9293/ 0.8821 0.9630/ 0.9275/ 0.879
-3402.7G- 2775.0% + 595.34t* [-13.03 + 15.80 ¢ 0.51 # 0 +0.50 a+ 0.50 # 6.18 -15.5@. - 2.04t*
a -3402.70+ 2151.33 -13.03 £ 4.50 0 6.18 £ 7.17
n-propanol| & 2775.05+ 924.76 15.8 +1.93 0.50 -15.51+ 3.08
b 595.34+ 1082.60 -0.51 +2.26 0.50 -2.04 + 3.61
a/b 4.66 30.98 1.00 7.60
rir¥idr?|  0.9090/ 0.8263/ 0.7106 0.9897/ 0.9794/ 0.965[7 1.0000/1.0000/1.0900 0.9752/ 0.9458/ 0
871.80+ 1904.231 -2157.66t* -40.87 + 4.49 a+ 36.41 & |94.28-6.4% -16.24t* 9.42-6.62 -14.70t*
& 871.80+ 639.74 -40.87 + 49.12 94.28+ 19.93 9.42+ 20.93
i-propanol | @ 1904.23+ 102.68 4.49 +7.89 -6.45+ 3.20 -6.62+ 3.36
b -2157.66+ 664.96 36.41 + 51.07 -16.24+ 20.73 -14.70+ 21.76
a/b 0.88 0.12 0.40 0.45
rirdid?|  0.9572/0.9162/ 0.8604 0.9325/ 0.8696/ 0.782p 0.9856/ 0.9715/ 0.9525 0.9852/ 0.9707/ Q
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Tablo 4. 141: Monoalkollerin ge E? parametrelerinin enzimin kinetik {kve V,,) ve termodinamik4G" ve AGET) degerleri ile iliskili coklu
lineer regresyon denklemleri (#dr*: korelasyon katsayisi/regresyon katsayisi/diizetitagresyon katsayisi)

.6419

.9235

849

.9613

Coziici kea=aot+a p+b E} V.=ag+a p+ b EY AG'=as+a g+ b EY AG}_ =a+a p+b E}
33762.05 - 38486. 4 14241.2&" | 248.38-282.24 f105.73E] |-65.59-158.02p+ 56.44E) | -148.89-158.02p+ 56.44E ]
a 33762.0517433762.05 248.38 +230.46 -65.59+ 117.40 -65.59+ 117.40
a -38486.94 + 33723.82 -282.24 +249.66 158.02 + 127.17 158.02 + 127.17
Metanol b -14241.24+ 14577.57 -105.73 +107.92 56.44+ 54.97 56.44+ 54.97
alb 2.69 2.67 2.79 2.79
rirdr? 0.8124/ 0.6600/ 0.4900 0.7914/ 0.6264/ 0.4396 0.8725/ 0.7613/ 0.6419 0.8725/ 0.7613/ 0
-6677.68 4437.3 +5370.26E} |-40.63 + 25.53 B 33.95E" |114.3532.88-30.73EY  |28.74--30.79 +-29.43E]
2 -6677.68 + 716.65 -40.63 +46.61 114.35+ 26.86 28.74+ 716.65
a 4437.31 + 667.25 25.53 +43.39 - 32.81+ 25.01 -30.79+ 667.25
Etanol b 5370.26 + 387.48 33.95 +25.20 -30.73 + 14.52 -29.43+ 387.48
alb 0.83 0.75 1.03 1.02
r/r’fdr® 0.9701/ 0.9411/ 0.9019 0.9751/ 0.9510/ 0.918¢ 0.9784/ 0.9573/ 0.9289 0.9767/ 0.9541/ 0
42626.14-39301.4$-22538.1EY |-113.10+ 70.09 p-84.41EY [-21.69-100.5% +40.08E) |-105.83 101.27 +40.57E}
2 42626.14+ 4566.29 -113.10 +55.49 -21.69+ 36.83 -105.83+ 35.93
n-propanol| a -39301.41+ 3793.89 70.09 +46.10 100.58+ 30.60 101.27+ 29.85
b -22538.19+ 2698.27 32.79 40.08+ 21.76 40.57+ 21.23
alb 1.73 1.61 2.50 2.52
r/r’/dr? 0.9977/ 0.9954/ 0.9926 0.9911/0.9824/ 0.9706 0.9952/ 0.9904/ 0.9840 0.9954/ 0.9910/ 0.9
20556.62-17574.4611124.9E" |-214.26+155.68+143.64E) | 48.22-27.9¢ +5.72E] -35.83+ 28.4% + 6.23E}
2 20556.62+ 998.67 -214.26 + 87.59 48.22+ 47.73 -35.83+ 49.91
i-propanol | a -17574.15+ 769.64 155.69 + 67.50 27.96+ 36.78 28.45+ 38.46
b -11124.92+ 618.92 143.64 + 54.28 5.72+ 29.58 6.2318+ 30.93
alb 1.56 1.08 5.40 4.70
r/rfdr* 0.9852/ 0.9703/ 0.9506 0.9719/ 0.9446/ 0.9077 0.9885/ 0.9766/ 0.9611 0.9883/ 0.9768/ 0
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Tablo 4. 142: Monoalkollerin e 7 parametrelerinin enzimin kinetik {kve V) ve termodinamik4G" ve AGET) dezerleri ile iliskili coklu
lineer regresyon denklemleri (#dr*: korelasyon katsayisi/regresyon katsayisi/diizeftitagresyon katsayisi)

Coziici ki=ara p+b z* V,=a+a p+ b n* AG*=ata p+ b * AG! =ay+a p+b ot
1463.64 - 9191.941 +-8369.05t* [106.12-64.35 f51.25 & 12.31+41.10 g31.25# |-71.00+41.10 g31.25 #
& 1463.64 5716.07 106.12 + 42.85 12.31 £ 22.19 12.31 £ 22.19
Metanol a -9191.91+ 2448.12 -64.35 £ 18.35 41.10+£9.50 41.10+£9.50
b -8369.05+ 4149.94 -61.25+31.11 31.25+16.11 31.25+16.11
a/b 1.08 1.05 1.30 1.30
r/r?/dr? 0.8895/ 0.7913/ 0.6869 0.8745/ 0.7647/ 0.647[1 0.9190/ 0.8446/ 0.7669 0.9190/ 0.8446/ 0.7669
2715.87-4437.99 +314.17* |18.62 - 30.49 p+ 2.07 #& 62.87 16.56p - 3.65 i -20.73+ 16.6( - 2.91 7
& 2715.87+ 1585.84 18.62 +£9.88 62.87+ 6.50 -20.73+ 6.51
Etanol a -4437.50+ 1276.74 -30.49 £7.96 16.56% 5.24 16.60+ 5.25
b 314.15+ 904.55 2.07 £5.64 -3.65+£3.71 -291+£3.71
a/b 14.13 14.73 5.34 571
r/r3/dr? 0.9541/ 0.9104/ 0.8507 0.9617/0.9247/ 0.874b 0.9562/ 0.9143/ 0.8572 0.9550/ 0.9121/ 4.8535
4381.28-8654.9@ +528.38t* | 30.18 - 44.32 B2.18 46.3% 46.44 -1.14m* -36.92+ 46.49 -1.171*
2 4381.28+ 776.20 30.18 £ 3.47 46.37 +1.98 -36.92+ 1.86
n-propanol a -8654.92+ 1947.71 -44.32 £8.70 46.44+ 4.98 46.49+ 4.68
b 528.38+ 748.19 -2.18+3.34 -1.14+1.91 -1.17+1.7984
a/b 16.40 22.00 40.74 40.74
r/r’ld 2 0.9530/ 0.9083/ 0.8472 0.9750/ 0.9505/ 0.9174 0.9910/ 0.9821/ 0.9702 0.9911/0.9824/ 0.9707
8867.43-5413.20-4759.0%* |-51.56 - 4.43 p+ 52.49 # |71.25+17.2( -10.50t* -14.08+ 17.6p -8.89t*
& 8867.43+ 6601.16 -51.56 + 73.87 71.25+ 23.96 -14.08+ 26.18
i-propanol a -5413.29+ 1812.26 -4.43 +20.28 17.20+ 6.57 17.62+7.19
b -4759.03+ 5016.21 52.49 £+ 56.13 -10.50+ 18.21 -8.89+ 19.89
a/b 1.12 0.08 1.64 1.98
r/ré/dr? 0.9757/ 0.9521/ 0.9203 0.9259/ 0.8572/ 0.7620 0.9891/0.9783/ 0.9645 0.9890/ 0.9781/ 0.9
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Tablo 4. 143: Monoalkollerin*we E’T\' parametrelerinin enzimin kinetik kve V,,) ve termodinamik4G" ve AGET) degerleri ile iligkili coklu
lineer regresyon denklemleri (#dr*: korelasyon katsayisi/regresyon katsayisi/diizeftitagresyon katsayisi)

Coziicl Keamaot+a 7t +b EY Vi=agtan + b EJ AG'=astan* + b Ef AG! _.=a+an +b EY
5999.79-834.-8024.67 +3848.3E, | 44.65- 58.70r* + 26.90E} |51.37 + 29.86* - 17.26 E} | -31.94 + 29.86r* - 17.26 EY
2 5999.7¢ 4509.30 44.65 + 33.55 51.37 +17.83 -31.94 +17.83
Metanol a -8024.67# 4600.34 -58.70 + 34.22 +29.86 + 18.19 29.86 +18.19
b 3848.33+ 1173.08 26.90 + 8.73 -17.26 £ 4.64 -17.26 £ 4.64
a/b 2.08 2.18 1.75 1.75
r/réldr? 0.8626/ 0.7440/ 0.6161 0.8461/0.7159/ 0.5738 0.8957/0.8023/ 0.7p35 0.8957/ 0.8023/ 0.7035
-181.43-30.00r* + 305.95E -12.40+ -1.62*+ 20.25E} | 79.71-1.1@* - 11.05E] 2.10-5.7%* - 5.79E}
a -181.43 +54.53 -12.40 +3.61 79.71% 2.45 2.10 +5.82
Etanol | 2 -30.00 + 79.15 -1.62 +5.25 -1.10+ 3.60 - 5.79 + 14480841.93
b 305.95 + 64.88 20.25 +4.30 -11.05 +2.95 -5.79 + 14480841.93
a/b 0.10 0.08 0.09 0.08
r/r’/dr* 0.9726/ 0.9460/ 0.9100 0.9731/0.9471/ 0.9117 0.9668/ 0.9348/ 0.8P13 0.7863/ 0.6183/ 03639
1.39-0.16* -0.18E) -25.84 -1.24r*+ 33.12E) | 103.06-1.58* -33.26E] 19.81-1.6%* - 33.29E]
=) 1.39+£0.26 -25.84 +7.14 103.06+ 7.52 19.81+ 7.50
n-propanol| @ -0.18+ 589736.0529 -1.24 £2.63 -1.58+ 2.76 -1.61£ 2.76
b -0.18+ 589736.0529 33.12 + 4.86 -33.26+ 5.12 -33.29+5.11
alb 1.00 0.04 0.05 0.06
rir’/dr® 0.6999/ 0.4899/ 0.1499 0.9854/ 0.9709/ 0.9516 0.9854/ 0.9606/ 0.9343 0.9801/ 0.9607/ 0.9346
1246.77- 4040.66° + 4123 51EY |-44.59 +37.43++ 8.09E] [93.64-10.68* - 13.75E]  |8.78-8.93* -14.11E]
2 1246.77+ 5575.14 -44.59 + 49.07 93.64+ 18.59 8.78 +19.64
i-propanol | @ -4040.66+ 6443.99 37.43 £56.72 -10.61+ 21.49 - 8.93+ 22.69
b 4123.51+ 1872.20 8.09 + 16.48 -13.75+ 6.25 -14.11+ 6.59
a/b 0.99 4.63 0.77 0.57
r/r’/dr® 0.9630/ 0.9274/ 0.8789 0.9305/ 0.8658/ 0.77¢4 0.9870/ 0.9743/ 0.9572 0.9867/0.9737/ 09561
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Tablo 4. 144: Aprotik cézicUlerinye E’T\' parametrelerinin enzimin kinetik £k,Kn, Vi) degerleri ile iliskili coklu lineer regresyon denklemleri

(r/r’/dr*: korelasyon katsayisi/regresyon katsayisi/diizeftitegresyon katsayisi)

Coziici keamao+a p+b E} K= a0+a p+b EY V.=ag+a p+ b EY
0+ 10 EY 177.73 - 226.87 64.91E] |-799.43 + 1035.64 § 02.27E}
% 0.00 177.73 £ 94.56 -799.43 + 182.51
S a 1.00 -226.87 +117.60 1035.64 + 226.99
& b 0.00 -64.91 + 36.87 302.27 +71.16
a/b 1.00 3.50 3.43
r/r3/dr? 1.0000/ 1.0000/ 1.0000 0.9478/ 0.8983/ 0.8305 0.9853/0.9708/ 0.9514
23054.44 - 49753. P4+ 3116.8E" -19.97+ 50.56 B 3.14 E} 133.90 - 288.95 § 18.10E]
c
© % 23054.44+ 843.11 -19.97 £ 8.25 133.9 + 49.00
S a -49753.24+ 21613.07 50.56 + 21.14 -288.95 + 125.54
3 b 3116.89+ 2177.78 -3.14 +£2.13 18.10 + 12.65
al a/b 15.96 16.10 15.96
r/r’ldr? 0.9604/ 0.9223/ 0.8448 0.9637/ 0.9288/ 0.8576 0.9604/ 0.9223/ 0.8447
. -58869.75- 66615.66f + 27866.8E 129.71 - 140.65 p59.14E} | -266.07 + 301.57 § 125.84E]
[
o< % -58869.75 + 32171.02 129.71 + 19.54 -266.07 + 149.55
N3 a 66615.66+ 34612.85 - 140.65 + 21.02 301.57 + 160.90
= >
ot b 27866.89 + 15174.79 -59.14 +9.22 125.84 + 70.54
& a/b 2.39 2.38 2.40
r/r?dr? 0.9067/ 0.8221/ 0.6442 0.9899/ 0.9799/ 0.9598 0.9075/ 0.8233/ 0.6471
= 6715.97 -7910.78 - 1078.2CE} -1.87 + 1.00 fp+ 3.043E] 101.11 - 103.28 43.12EY
o § % 6715.97 + 3138.45 -1.87 £2.74 101.11 + 25.74
a2 a -7910.74 + 3260.03 1.00 + 2.84 -103.28 + 26.74
= £ b -1078.20 + 1557.20 3.043 +1.36 -43.12 + 12.77
< a/b 7.33 0.33 2.40
r/r’ldr? 0.9965/ 0.9929/ 0.9859 0.9970/ 0.9940/ 0.9880 0.9726/ 0.9460/ 0.8921
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Tablo 4. 145: Aprotik ¢ozucullerinye E? parametrelerinin enzimin termodinamik&” , AG e, AGET) dezerleri ile iligkili coklu lineer

regresyon denklemleri (f/dr*: korelasyon katsayisi/regresyon katsayisi/diizeltitedresyon katsayisi)

Coziici AG'=as+a p+b E} AG{_,=a0+a p+b E} AG,_g=as+a B+ b E}
264.71-253.6f -74.67E} 190.80-265.2 -78.36E 273.09 - 354.06 p- 98.35E}
a0 264.71+ 39.46 190.80+ 34.57 273.09 + 188.26
"2" a -253.62+ 49.08 -265.28+ 43.00 - 354.06 + 234.14
a b -74.67+ 15.38 -78.36+ 13.48 -98.35 + 73.40
a/b 3.40 3.40 3.60
r/r?/dr? 0.9861/0.9723/ 0.9539 0.9894/ 0.9789/ 0.9648 0.9471/0.8971/ 0.8252
36.40F 68.79 -4.38E" -46.90+ 68.79p - 9.33E -32.76 + 79.05 B 4.68 E
c
o a0 36.40+ 12.95 -46.90+ 12.95 -32.76 + 13.56
S a 68.79+ 33.18 68.79+ 33.18 79.05 + 34.74
3 b -4.38+ 3.34 -4.38+ 3.34 -4.68 +3.50
— alb 17.00 17.00 16.89
r/r’/dr? 0.9496/ 0.9018/ 0.8036 0.9496/ 0.9018/ 0.8035 0.9645/ 0.9303/ 0.8606
_ 162.43-105.95f -44.56 E} 79.12-105.99 -44.56 E} 220.91 - 241.52 p101.30E]
c
oS a0 162.43 + 49.09 79.12 + 49.09 220.91 + 24.69
2 & a -105.95 + 52.81 -105.95 + 52.81 - 241.52 + 26.56
8 E b -44.56 + 23.15 -44.56 + 23.15 -101.30 + 11.65
. alb 2.38 2.38 2.38
r/r/dr” 0.8997/ 0.8095/ 0.6190 0.8997/ 0.8095/ 0.6190 0.9948/ 0.9897/ 0.9795
46.45+ 25.30f + 6.91E" -36.85+ 25.30p + 6.91E[ 1.86 - 5.95 f 2.34E}
o § a0 46.45+ 7.98 -36.85 + 7.98 1.86 +4.99
g 2 a 25.30 +8.29 25.30 +8.29 -5.95+5.19
a g b 6.91+ 3.96 6.91+ 3.96 2.34 +2.48
< a/b 4.17 4.17 2.54
r/réldr? 0.9939/ 0.9879/ 0.9758 0.9939/ 0.9879/ 0.9758 0.9975/ 0.9951/ 0.9902
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Tablo 4. 146: Aprotik cozuculerine 7 parametrelerinin enzimin kinetik {,Kn, Vi) degerleri ile iliskili goklu lineer regresyon denklemleri

(r/r?/dr*: korelasyon katsayisi/regresyon katsayisi/diizeftitegresyon katsayisi)

Cozucu Keamaota p+b ot K= a0+a p+b n* Vi=ata p+ b a*
24078.68 +87148.57B7005.41 # -7.45 - 69.51 i+ 37.79 # 139.87 + 506.27 p 331.16 #
& 24078.68t 9143.18 -7.45 £28.43 139.87 £ 53.09
é a 8715.29 + 24123.02 -69.51 +75.01 506.27 + 140.07
a b -5700.88 + 18348.26 37.79 £57.06 -331.16 +106.54
a/b 1.53 1.84 1.53
r/r’/dr® 0.9755/ 0.9515/ 0.9192 0.9053/ 0.8195/ 0.6991 0.9755/ 0.9515/ 0.9193
9083.37- 15403.44p + 248.88 it -4.74 + 13.86 § 0.37 7 52.78 - 89.50 B+ 1.44 7
§ & 9083.37 £ 5573.54 -4.74+£5.14 52.78 + 32.37
S a -15403.44 + 10332.03 13.86 + 9.53 -89.50 £ 60.01
"S b 248.88+ 539.26 -0.37£0.50 1.44 +3.13
iy a/b 62.11 37.46 62.15
r/réldr? 0.9262/ 0.8578/ 0.7158 0.9403/ 0.8841/ 0.7684 0.9262/ 0.8579/ 0.7159
-6152.67 998.92 p+ 7277.85 % 19.04 + 3.65 p 16.85 7 -27.87 - 3.67 pr 32.71 #
’g & -6152.67 + 4738.26 19.04 £4.11 -27.87 £21.94
8 tZg’ a - 998.92 + 3372.39 3.65+2.93 -3.67 £15.61
% é b 7277.85 + 5358.22 -16.85+4.65 32.71 +£24.81
S a/b 0.14 0.22 0.11
r/r’/dr* 0.8668/ 0.7514/ 0.5028 0.9709/ 0.9427/ 0.8854 0.8691/ 0.7553/ 0.5106
3547.47 - 5553.98 + 819.47w* 7.14-5.65p 2.37 7 -22.04 - 9.40 p+ 29.85 7
’g & 3547.47+1273.32 7.14 £0.54 -22.04 £9.81
8 ‘L>f a -5553.58+ 357.20 -5.65+£0.1514 -9.40+£2.75
% % b 819.47 + 1031.35 -2.37+£0.44 29.85+7.94
= a/b 6.78 2.38 0.31
r/r’/dr® 0.9967/ 0.9933/ 0.9868 0.999/ 0.9987/ 0.9973 0.9977/ 0.9552/ 0.9103
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Tablo 4. 147: Aprotik ¢dziicilerin\ge 7 parametrelerinin enzimin termodinamik@” , AG g, AGET) dezerleri ile iliskili coklu lineer regresyon

denklemleri (r/f/dr*: korelasyon katsayisi/regresyon katsayisi/diizeititedresyon katsayisi)

Coziici AG'=ay+a B+b n* AGE_ = a0+a p+b ot AGg_=ata B+ b n*
33.42120.84 +80.27%* -52.15-126.5pB + 84.73t* 0.14-95.45p+ 41.88 #
% 33.42+12.97 -52.15+ 12.33 0.14 +52.36
L a -120.84+ 34.23 -126.57+ 32.54 - 95.45 + 138.15
a b 80.27+ 26.03 84.73+ 24.75 41.88 + 105.08
a/b 1.51 1.51 2.28
r/r¥dr? 0.9702/ 0.9413/ 0.9022 0.9732/ 0.9472/ 0.9120 0.9185/ 0.8437/ 0.7392
55.81+ 20.90p - 0.32 7 -27.49+ 20.90p - 0.32 # -9.85 + 23.97 p 0.59 #
§ % 55.81 + 8.30 -27.49+ 8.30 -9.85 + 8.04
S a 20.90 + 15.39 20.90 + 15.39 23.97 +14.91
3 b -0.32+0.80 -0.32+0.80 -0.59+0.78
— a/b 65.31 65.31 40.63
r/r¥dr? 0.9114/ 0.8307/ 0.6614 0.9114/ 0.8307/ 0.6614 0.9471/ 0.8971/ 0.7942
0.0000 + 1.0000 $ 0.0000 # -5.28+ 2.11p - -11.52t* 31.58 +5.75 p 29.11 #
S 2 0.00 -5.28+ 7.46 31.58 £ 6.03
a § a 1.00 2.11+5.31 5.75 + 4.30
Z g b 0.00 -11.52 + 8.44 -29.11+6.81
N2 alb 1.00 0.18 0.20
r/r?ldr® 1.0000/1.0000/1.0000 0.8505/ 0.7234/ 0.4468 0.9801/ 0.9606/ 0.9212
66.64+ 10.19p -5.147* -16.66+ 10.19p -5.14x* 9.31-11.14 g 2.25#
B % 66.64 + 2.82 -16.66 + 2.82 9.31 +1.56
32 a 10.19 + 0.79 10.19 £ 0.79 -11.14 +0.44
= % b -5.14 + 2.28 -5.14 + 2.28 -2.25+1.27
= a/b 1.98 1.98 4.95
r/r’/dr? 0.9957/ 0.9913/ 0.9827 0.9957/ 0.9913/ 0.9827 0.9986/ 0.9972/ 0.9945
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Tablo 4. 148: Aprotik cézicUlerintwe E’T\I parametrelerinin enzimin kinetik gk,K., Vm) degerleri ile iliskili coklu lineer regresyon denklemleri

(r/r’/dr*: korelasyon katsayisi/regresyon katsayisi/diizeftitegresyon katsayisi)

Coziici Kea=aot+a +b EY Ky=a0+a i +b EY Vi=aptan* + b E}
1272185.34-78312.95-360673E) 17.39 -14.23 f+ 0.311 E] 738.90 - 454.97%- 209.54 E}
2 127185.34 72078.34 17.39 + 162.23 738.9 + 418.61
= a -78312.95 + 46467.77 -14.23 + 104.58 - 454.97 + 269.87
Q b - 36067.33 + 19152.74 0.311 +43.11 -209.54 +111.23
a/b 2.17 45.76 2.17
rir/dr? 0.9387/0.8811/ 0.8019 0.8764/ 0.7681/ 0.6135 0.9387/0.8811/ 0.8019
c 792.05 +461.63* + 461.63E] 1.33-0.60 #+ 0.96 E} 13.48 + 2.92 - 6.16 E]
9 2 792.05 + 154.10 1.33+1.40 13.48 +8.95
2 a 461.63+ 3140007144.00 -0.60 +0.48 2.92 +3.09
< b 461.63+ 3140007144.00 0.96 +0.93 -6.16 +5.96
al a/b 1.00 0.63 0.47
rir/dr® 0.8367/0.7001/ 0.4003 0.9191/ 0.8449/ 0.6898 0.8969/ 0.8045/ 0.6090
_ -7025.49+ 7234.17n* + 432.58 EY -3.48+ -11.407* + -0.90 EY -31.19 + 32.62 %1+ 1.61 E}
o S a -7025.49 + 10.96 -3.48 +10.96 -31.19 +32.27
% & a 7234.17 +7.85 -11.40 +7.85 32.62+23.11
ks b 432.58+ 2.16 -0.90 +2.16 1.61 +6.37
N2 alb 16.73 16.73 20.26
rirdr? 0.8676/ 0.7527/ 0.5054 0.8517/ 0.7255/ 0.4510 0.8697/0.7563/ 0.5127
§ -3619.90+ 2478.04m* + 196.98 E] -0.14 - 0.68 # + 2.56 E -34.21 + 32.71 fi+ 4.31 E]
2 2 -435.39 + 1143.34 -0.14 +0.87 -34.21 +8.72
= a 2478.04 + 1032.56 -0.68 +0.78 32.71+7.88
S b 2556.08 + 170.82 2.56 +0.13 4.31+1.30
N a/b 0.97 0.27 7.59
a rrddr? 0.9964/ 0.9928/ 0.9857 0.9977/ 0.9954/ 0.9907 0.9759/ 0.9525/ 0.9050
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Tablo 4. 149: Aprotik ¢ozuculerirtwe E?‘ parametrelerinin enzimin termodinamik@” , AG e, AGET) degerleri ile iligkili coklu lineer
regresyon denklemleri (f/dr*: korelasyon katsayisi/regresyon katsayisi/diizeltitedresyon katsayisi)
Coziici AG'=ay+a = +b Ef AG! =a0+a#t+b E} AG, =aitan* +b E]
-105.99 107.53t* + 49.06E -198.95+ 113.77* + 51.60E} 33.81 - 29.26 %+ 0.53EY
N -105.99+ 103.07 -198.95+ 103.59 33.81 +283.75
é a 107.53+ 103.07 113.77+ 66.78 -29.26 +182.93
a b 49.06+ 103.07 51.60+ 27.52 0.53 +75.40
a/b 2.19 2.21 55.21
r/r?/dr? 0.9240/ 0.8538/ 0.7564 0.9236/ 0.8531/ 0.7551 0.9049/ 0.8189/ 0.6981
_ 65.02 - 0.67* + 1.42 EY -18.28- 0.671* + 1.42 E 0.57-0.99 %+ 1.72 EY
;&‘, & 65.02 £ 2.25 -18.28 £ 2.25 057221
I=) a -0.67 £0.77 -0.67 £0.77 -0.99+£0.76
S b 1.42 £ 1.50 1.42 £ 1.50 1.72 £1.47
— a/b 0.47 0.47 0.58
r/r’/dr? 0.8804/ 0.7752/ 0.5505 0.8804/ 0.7752/ 0.5505 0.9273/ 0.8599/ 0.7198
_ 79.82-11.40m* -0.90 E} -3.48 -11.40m* -0.90 E} 36.13 - 28.52 %- 2.39 El
c
o e & 79.82+ 10.96 -3.48 £ 10.96 36.13+8.76
% & a -11.40 + 7.85 -11.40 + 7.85 - 28.52 + 6.27
e b -0.90+2.16 -0.90+2.16 -239+1.73
N2 a/b 12.70 12.70 11.93
r/r’/dr? 0.8517/ 0.7255/ 0.4510 0.8517/ 0.7255/ 0.4510 0.9806/ 0.9617/ 0.9233
g 79.80 - 8.18 #- 4.69 EY -3.50 - 8.18 # - 4.69 E} -5.07 + 1.09 # + 5.11 E
g & 79.80x2.44 -3.50+2.44 -5.07 £ 2.16
E a -8.18 £ 2.21 -8.18 £ 2.21 1.09 £1.95
g’ b -4.69 £ 0.36 -4.69 + 0.36 511+£1.32
g a/b 1.74 1.74 0.21
a) r/réldr? 0.9956/ 0.9913/ 0.9826 0.9956/ 0.9913/ 0.9826 0.9965/ 0.9930/ 0.9860
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Tablo 4. 150: Asetonitrilin solvatokromik parametrelerinin enzimin kinetik (K., Vi) degerleri ile iligkili coklu lineer regresyon denklemleri

(r/r?/dr*: korelasyon katsayisi/regresyon katsayisi/diizeftitegresyon katsayisi)

Solvatokromik
Parametreler

Kac@o+ a atb B

Kn=a+aa+b p

Vm=ag+aatbp

-221014.74 -37346.7#®47954.85(

100.31+16.63 @ 243.00 B

-1017.04-171.86 & 2521.53 B

a -221014.74 $78598.72 100.31 + 35.87 -1017.04 + 363.00
a -37346.77 + 12658.10 16.63 + 5.77 -171.86 + 58.46
o P b 547954.85+ 192242.39 -243.00 + 87.73 2521.53 + 887.87
alb 0.07 0.07 0.07
rirdr? 0.9035/ 0.8164/ 0.7247 0.9093/ 0.8269/ 0.7404 0.9030/ 0.8155/ 0.7232
Kcamaota at+b 7 Kn=&t+a at+b ©* V=apta atb 7+
26028.57-790.07620580.05% -9.29 + 0.42 @+ 9.17 # 119.95 - 3.64 « 94.86
2 26028.57 + 2801.30 -9.29 +1.35 119.95 + 12.80
@, a -790.07 + 180.60 0.42 +0.09 -3.64 £ 0.82
b -20580.05 + 2502.8398 9.17 +1.21 -94.86 +11.43
alb 0.04 0.05 0.04
rir’ldr® 0.9843/ 0.9689/ 0.9533 0.9834/ 0.9671/ 0.9507 0.9846/ 0.9694/ 0.9541
Kea=ao+a o+b EY Kn=ata a+ b E} Vi=ap+a a+ b E}
36761.91+ 29719.26&/1722.0E} | -14.08 - 13.18 & 31.96E | 169.43 + 136.99 &330.60 EY
a, EY 2 36761.91+ 4591.49 -14.08 + 2.18 169.43 + 21.01
a 29719.26+ 4221.05 -13.18 £ 2.00 136.99 + 19.32
b -71722.07 + 9754.37 31.96 + 4.64 -330.6 + 44.64
alb 0.41 0.41 0.41
rirdr? 0.9809/ 0.9617/ 0.9425 0.9801/ 0.9607/ 0.9410 0.9809/ 0.9621/ 0.9432
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Tablo 4. 150 (devam): Asetonitrilin solvatokromik parametrelerinin enzimin kinetikkk, V.,) deserleri ile iligskili coklu lineer regresyon

denklemleri (r/f/dr*: korelasyon katsayisi/regresyon katsayisi/diizeftitetiresyon katsayisi)

Keamaota p+b o Kiw=&ta p+ bz Vi=&ta p+bna*
31199.34 - 11823.220884.14 % | -12.02 + 6.25 p+ 9.33 # 143.75 - 54.41 B 96.26 #
% 31199.34 + 2781.63 -12.02 +1.34 143.75 £+ 12.71
p-m* a -11823.22 + 2801.66 6.25 + 1.35 _54.41 +12.80
b -20884.14 + 2556.45 9.33 +1.23 -96.26 + 11.68
a/b 0.57 0.67 0.57
r/r?ldr? 0.9836/ 0.9670/ 0.9505 0.9824/ 0.9651/ 0.9477 0.9836/ 0.9675/ 0.9513
Kea=aot+a p+b E} Km=ao+ta p+ b E} V.=ag+a p+ b EY
-89673.63+ 279026.65p45457.8E" | 41.91 - 123.52 § 20.28E" |-413.10 + 1285.36 p209.40E]
5. EN % -89673.63+ 13184.31 41.91 + 6.40 -413.10 + 60.86
T a 279026.65+ 39042.43 -123.52 + 18.96 1285.36 + 180.21
b - 45457.82 + 5940.66 20.28 + 2.88 - 209.40 + 27.42
alb 6.14 6.09 6.14
r/r¥dr? 0.9811/ 0.9626/ 0.9440 0.9799/ 0.9602/ 0.9403 0.9811/ 0.9626/ 0.9438
kea=ao+a 7t +b E} Kn=aota n* + b EY Vi=apta n* + b E}
26316.62- 20056.97*r 185.64E " -9.45 + 8.89 %+ 0.98 E! 121.28 - 92.45%- 8.54EY
. BN % 26316.62+ 2790.08 -9.45 +1.35 121.28 + 12.75
TE -
T a -20056.97 + 2552.29 8.89 +1.23 -92.45 +11.66
b -1855.90 + 425.60 0.98 +0.20 -8.54+1.94
a/b 10.83 9.07 10.83
r/rldr? 0.9845/ 0.9687/ 0.9531 0.9833/ 0.9669/ 0.9504 0.9845/ 0.9692/ 0.9539
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Tablo 4. 151: Asetonitrilin solvatokromik parametrelerinin enzimin termodina@ ( AG ., AGET) degerleri ile iliskili coklu lineer regresyon
denklemleri (r/f/dr*: korelasyon katsayisi/regresyon katsayisi/diizeititedresyon katsayisi)

Solvatokromik
Parametreler

AG'=g, +aa+bp

AG! =a+aa+bp

AG._=a0+aatbp

330.17+ 44.39 6. 650.43 B

247.51 + 44.49 6.652.008

182.94 + 30.57 a.447.36§

P2

a 330.17+ 87.45 247.51 + 86.99 182.94 + 70.26
a 44.39 + 14.08 44.49 + 14.01 30.57 +11.31
a-P b - 650.43 + 213.89 -652.00 + 212.79 - 447.36 + 171.86
a/b 0.07 0.07 0.07
r/ridr? 0.9171/ 0.8410/ 0.7616 0.9178/ 0.8425/ 0.7637 0.8952/ 0.8015/ 0.70]
AG'=a0 +a e b o AG!_,=a0 + aa+ b ¢ AG,  =a0 + aa + b
38.00+ 1.02 o+ 23.47 -45.35 + 1.01 o+ 23.51 # -19.51 + 30.57 &17.48 #
2 38.00 + 4.18 -45.35 + 4.10 -19.51 £ 2.00
o-m a 1.02 +0.27 1.01 +0.26 30.57 +1.13
b 23.47+3.74 23.51 + 3.66 17.48 £ 1.79
a/b 0.04 0.04 1.75
r/rdr? 0.9754/ 0.9515/ 0.9273 0.9764/ 0.9533/ 0.9299 0.9892/0.9785/0.967
AG'=g+ a0+ b E} AG} =&+ aa+b E} AG, ;=a0 + a o+ b E}
25.78 - 33.75 o 81.74E) -57.60 - 33.83 & 81.92E) | -28.65 - 25.23 o+ 60.98E]
. EV a 2.79 £ 6.61 -57.60 + 6.49 -28.65 + 3.37
T a -33.75 + 6.08 -33.83 £ 5.97 -25.23+3.10
b 81.74 + 14.06 81.92 + 13.80 60.98 + 7.17
a/b 0.41 0.41 0.41
r/r¥dr® 0.9717/ 0.9443/ 0.9165 0.9727/ 0.9462/ 0.9193 0.9859/ 0.9720/ 0.95

80
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Tablo 151: (devam) Asetonitrilin solvatokromik parametrelerinin enzimin termodinav@ik, (AG s, AGET) degerleri ile iliskili coklu lineer

regresyon denklemleri (f/dr*: korelasyon katsayisi/regresyon katsayisi/diizeltitedresyon katsayisi)

AG'=g+ap+bn*

AG =a+ap+bn

AG =+ ap+bn*

0.0000 + 1.0000 # 0.0000 #

-52.02 + 15.23 B+ 23.91 #

-24.17 + 10.66 B+ 17.75 4

. 2% 0.00 -52.02 + 4.06 -24.17 +1.99
p-= a 1.00 15.23 + 4.0 10.66 + 2.00
b 0.00 23.91+3.73 17.75 + 1.83
alb 1.00 0.62 0.60
trdr? 1.0000/1.0000/1.0000 0.9750/ 0.9507/ 0.9259 0.9885/ 0.9772/ 0.9658
AG'=g+ap+bE} AGE =a+ap+bE] AG, =+ ap+bE]
171.16 - 322.18 § 52.72E} | 88.12-322.97 p- 52.84E) | 77.41-233.13 p- 38.11 E}
5. EN % 171.16 + 16.37 88.12 + 15.93 77.41+11.96
T a - 322.18 + 48.47 - 322.97 + 47.19 - 233.13+ 35.43
b 52.72 +7.37 52.84 +7.18 38.11+5.39
alb 6.11 6.11 6.12
Irdr? 0.9797/ 0.9598/ 0.9397 0.9807/ 0.9618/ 0.9427 0.9790/ 0.9584/ 0.9317
AG'=g+at +b E} AG} . =a+a # +b E} AG, =+ ant +b E}
37.62 + 22.79 %+ 2.40 -45.73+ 22.84%+ 4.07 -19.77 + 17.01%+ 1.67
- 2% 14.63 + 4.16 -45.73 + 4.08 -19.77 +1.99
T a 22.79 + 3.80 22.84 +4.08 17.01 + 1.83
b 2.40 +0.63 2.39 + 4.08 1.67 £0.30
alb 9.50 9.78 10.19
Irdr? 0.9753/ 0.9513/ 0.9270 0.9763/ 0.9531/ 0.9297 0.9891/ 0.9783/ 0.965
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4.2 TARTISMA

4.2.1 Alkalen proteazin kinetik 6zellikleri Gizerine organik ¢ozuculerin etkisi

Proteazlarin organik ¢Ozicu ortaminda inhibisyonungkinli literatirde citli
calismalar bulunmaktadir. Muta ve Inouye [102] tarafindan gergtlen Bacillus
thermoproteolyticussoyundan safldirilan termolizin enzimi Uzerinde metanol,
etanol, n-propanol ve i- propanol’iin etkilerinin incelgmdialismada kullanilan
organik cozuculerin artan konsantrasyonlarinin enzim uUzerinde tersinir inhibisyon
etkisi olwturdusu belirlenmgtir. Calismada floresent substrat (7-metoksikumarin-4-
il) asetiliL-Pro--Leu-Gly-L-Leu-[N*(2,4-dinitrofenil)+-2,3-diamino-propiyonil]e -
Ala-_-Arg-NH; ya da kisaca MOCAc-PLGL(Dpa) kullanigrwe inhibisyon tipinin
kompetitif tip inhibisyon oldgu rapor edilmjti. Ancak v degerinin Vpax.
degerinden ¢ok dgilk olmasi ya da Kdeserinin K, degerine ¢ok yakin olmasi
durumunda kompetitif inhibisyonunun non-kompetitif inhibisyondan ¢cok zor ayirt
edilecegi bildirilmistir. Rapor edilen c¢ajmada substrat konsantrasyonu,, K
degerinden oldukca kucik alingibu yizden inhibisyon tipinin belirlenmesinin zor
oldugu ifade edilmgtir. Inhibisyon sabitlerini belirlemek (izere cizilen ikincil
cizimlerden ise inhibisyonun basit (gercek) kompetitif inhibisyon gilidee metanol,
etanol, n-propanol ve i-propanol icin Khibisyon sabitlerinin sirasiyla 430, 100, 38
ve 65 mM oldgu bildirilmistir. Calismada en yuksek inhibitor etki gbésteren
¢bzlicunun n-propanol oldu ifade edilmg ve bu etki n-propanoldeki karbon atomu
sayisinin etanol ve metanol'den fazla olmasingldoanstir. Ayni sayida karbon
atomuna sahip ancak dallagmyapidaki i-propanoliin ise inhibitor etkisinin n-
propanolden daha gliik olmasi ile birlikte en yiksek inhibitér etkiyi gosteren ikinci
siradaki ¢Ozucu oldiu belirtiimistir. Bu sonuclar siginda termolizin yuzeyinde
alkoller icin balanma bolgesi olabilege baglanma bdolgesi boyutlarinin n-
propanolin bglanmasi icin yeterli buyudklikte olgu ve bu durumunda termolizin
aktivitesinin inhibisyonu ile sonuclangirapor edilmgtir [102]. Bizim calsmamizda
da ayni organik c¢oOziculerin artan konsantrasyonlarBunclausii GMBAE 42
soyundan saftairilan alkalen proteaz enzimi Uzerinde tersinir inhibisyon

olusturdusu bulunmugtur. Calsmamizda substrat olarak kazein kullangwe kazein

264



hidrolizi katalizlenmgtir. Metanolin artan konsantrasyonlari varda kismi non-
kompetitif inhibisyon, etanol, n-propanol ve i-propanolin artan konsantrasyonlari
varhginda ise gercek non kompetitif inhibisyon gozlepne K; inhibisyon sabitleri
sirasi ile 3.055, 3.545, 1.305 ve 2.245 M olarak hesap§anniBizim calsmamizda

da Muta ve Inouye’nin bulgularina benzer olarak en yiksek inhibitor etkiyi gosteren
¢bzlcunun n- propanol ve bu ¢ozicuyu takiben i-propanolgoldwlunmugtur.
Calismamizda kullanilan kazeinin konsantrasyonu 0.33m2akalginda oldgundan
inhibisyon tipini belirlemede Muta ve Inouye tarafindan gerggkilen calsmada
ifade edilen zorluklar ile kadasiilmamstir. B. thermoproteolyticusermolizin’i
termostabil bir nétral metaloproteazdir. Bizim enzimimiz ise pH stabil serin alkalen
proteazdir. Bu nedenle ayni cozlculerin farkli tipte proteazlarla farkh tipte
inhibisyon yapmasi mumkunddr. Alkollerin termolizin Gzerinde yaptiklari kompetitif
inhibisyon nedeniyle enzimin aktif bdlgesinegl@mmak Uzere substrat MOCAc-
PLGL(Dpa) ile alkoller yagmaktadir. Bizim enzimimizde ise kismi ya da gercek
non-kompetitif inhibisyonlarin goérilmesi alkollerin enzimimize aktif boélgenin
disinda bir bdlgede kganarak protein molekili Gzerinde tersinir inhibisyon

olusturan bir konformasyonel dssikli ge neden oldgunu digtuindtirmektedir.

Alam ve ark [103]. tarafindan yapilan birska calsmadaB. thermoproteolyticus
soyundan saft@urilan kristal yapidaki termolizin ile farkh organik c¢oztculer
varhginda N-(benziloksikarbonil)-fenilalanili-fenilalanin metil esteri sentezi
gerceklatirilmi stir. Kullanilan metanol, etanol, propanolin enzim lzerinde tersinir
karisik tip inhibisyona neden olgu, artan organik ¢Ozicu konsantrasyonu ile
enzimin K, degerinin dereceli olarak arfit, Vi, ve ka/K deserlerinin ise azalg
rapor edilmgtir. Calismada inhibisyonun kismi kompetitif ve gercek non-kompetitif
inhibisyon kargimi olduzu bildirilmistir. Boyle karsik inhibisyonlar s6z konusu
oldugunda inhibitérler varfiinda reaksiyon ilerleyinde EI ve ESI (ya da EIS)
komplekslerinin ES kompleksine daha baskin olabfiece bu durumun kompetitif
ve non-kompetitif inhibisyonlar icin goze carpan bir 6zellik @alwilinmektedir.
Alam ve ark [103]. propanol, etanol ve metanol i¢cinriibisyon sabitlerini sirasiyla
0.13, 0.10 ve 0.08 M olarak bildirilgive en gucli inhibisyon etkisinin propanolde
goruldigini ifade etmylerdir. Bu durum Muta ve Inouye [102] nin;Ksabitini goz

onune alarak n-propanolin inhibitér etkisi Uzerindeki ifadeleriyle siceli
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gorunmektedir. Ancak Alam ve arkatkrinin [103] cagmasindaki inhibisyon etkisi
karisik inhibisyon etkisi olup ¢ajilan ¢cozucduler iginde en kugukKK, deserlerine
sahip olan ¢dzucunin n-propanol dgidugorulmektedir. /Ky enzimin katalitik
performansinin  olglstdir. Bu nedenle en kicik/Kk, veren n-propanoliin
termolizin icin en kuvvetli inhibitdr oldgu belirtiimistir. Bizim calsmamizda da
serbest enzimin ve sirasiyla n-propanol, i-propanol, etanol ve metanolin %20
konsantrasyonlari vaginda k./K, deserleri sirasiyla 50.68, 12.32, 20.95, 35.65 ve
25.12 (dak)(mg/mL kazein) olarak hesaplanmve en diiik kea/Km'in n-propanol

ile elde edildgi gortlmdstir. Bu bulgu Alam ve arkadirinin [103] bulgulari ile
uyumludur. Ancak Alam ve arkaglari [103] alkollerdeki karbon sayisina gha
olarak gorulen §/Ky'in dereceli azaldiini bildirmislerdir. Bizim ¢algmamizda ise
bdyle bir durum gorilmergtir. Bu durumun metanolin kismi non-kompetitif
inhibisyonundan kaynaklangli disundlebilir. Zira bizim c¢akmamizda yalniz
metanol kismi non-kompetitif inhibisyon yapmdiger alkoller ise gercek non-
kompetitif inhibisyon gosterrgiir. Bu nedenle metanol etanolden daha kiigiikks,

vermistir.

Alam ve ark. [103] alkollerin daha ¢ok enzimin aktif bolgesini ya da aktif bélgenin
mikrogevresini etkilediini aktif bolge dgindaki etkilgimlerin enzim inhibisyonu
Uzerinde 6nemli bir rol oynamadirapor etmglerdir [103]. Bizim calgmamizda ise
alkollerin non-kompetitif tip inhibisyonlar yapmasi nedeniyle enzim tzerinde farkh

bir bazglanma bdolgelerinin oldgunu gostermektedir.

Pazhang ve ark. [104] termolizinin Kkatalizlgidive substrat olarak kazeinin
kullanildigi calsmada n-propanol ve i-propanol v@rhda termolizinin yapisal ve
fonksiyonel dgisimi incelenmgtir. Calismada organik ¢Oziculerin enzimi tersinir
olarak inhibe etfii, termolizinin katalitik potansiyelinin organik c¢6zlcu
konsantrasyonu arttikca az@dve dizik konsantrasyonlarin bile enzirgiddetle
inhibe ettgi rapor edilmgtir. n-propanol ve i-propanol vaginda enzimin Ik,
degerinin arttgl, V,, degerinin azaldgl ve bu organik ¢ozuculer vatinda enzimin
karisik tip inhibisyona gradgi bildirilmis ancak kakik tip inhibisyonun hangi
inhibisyonlari icerdii belirtiimemistir. Calismada n-propanol vaginda El (K)

kompleksi olgumu icin inhibisyon sabiti 0.18 mM, ESI (Kkompleksi olgumu
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icin inhibisyon sabiti 0.25 mM, i-propanol vaiinda ise bu deerler sirasi ile 0.25
mM ve 0.45 mM olarak rapor edilgtir. Organik ¢ozuculerin enzimatik reaksiyon
hizina iki ceit etkisi olabilecgi; bunlardan ilkinin enzimin konformasyonel
yapisinin bozulmasi, ikincisinin ise muhtemel inhibitérlerin enzim ile spesifik
etkilesimde bulunarak substrat 6zguplini deisiklige uratmasi seklinde
olabilecegi bildirilmi stir [104]. Bizim c¢alsmamizda ise n-propanol ve i-propanol
varliginda enzim (zerinde non-kompetitif inhibisyon etkisi gozlgimdien K
desismems V, artan ¢ozicu konsantrasyonu ile azgimin-propanol ve i-propanol
varliginda basit non-kompetitif inhibisyon gerceilginden ve K = K’ oldugundan
(86) n-propanol ve i-propanol icin bu g@ler sirasiyla 1.305 M ve 2.245 M olarak
hesaplanngtir. Non-kompetitif inhibisyonda K desismediginden enzimin substrat
afinitesinde inhibitorden kaynaklanan bir gtém olamaz. inhibitor etki enzimin

konflomasyonel yapisindaki gigiklikten kaynaklanmaktadir.

Simon va ark. tarafindan yapilan galada [111] etanol, DMSO, asetonitril ve 1,4-
dioksanin giir pankreas tripsini, kimotripsin ve karboksipeptidaz A (CPA)
enzimlerinin  konformasyonel kararhliklari  Gzerindeki etkileri géhistir.
Calismada tripsin icin N-benzoll- arjinin-etil ester (BAEE), kimotripsin igin N-
asetilL tirozin-etil ester (ATEE), CPA icin hippuri-fenil alanin kullaniimgtir.
Kararlihk calsmalari fosfat tamponu icinde farkli organik c¢ozuculerin farkl
konsantrasyonlari vaginda 24 °C'de 40 dakika sure ile inkibe edilerek
gerceklatirilmistir. Calsmada asetonitril ve 1,4-dioksan vgrhda tripsin ve
CPA'da cok az aktivite kaybi goOzlenirken kimotripsinin aktivite kaybinin daha
belirgin  oldyu, bununla birlikte asetonitrii ve 1,4-dioksanin siki
konsantrasyonlarinda aktivitede grtg6zlendgi bildirilmistir. Tripsin ve CPA
aktivitesinin organik ¢ozuclu konsantrasyonundakisahtt az miktarda azalgh ve
bunun sebebinin de enzimlerin konformasyonlarinda meydana gelen kiguk
degisimlerden olabilecgi bildirilmistir. Ancak calgmada organik co6zlculer
varhiginda enzimin kinetik ve termodinamik parametrelerinin sayisgikide rapor

edilmemitir.

Simon ve ark tarafindan yapilan bir ska calsmada [112] farkl

konsantrasyonlardaki asetonitril ve 1,4-dioksanin tripsin-kemotripsininin kinetik
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parametreleri (i, qo) ve kararliliklari Gzerine etkileri incelengnive bu etkiler ile
enzimlerin yapisal dgsiklikleri arasinda ilgkiler kurulmustur. Calsmada tripsin igin
BAEE, a-kimotripsin icin ATEE substratlari kullanilgtir. 1,4-dioksanin aprotik,
asetonitrilin ise dipolar karaktere sahip ¢6zicu gldue her iki enzimin de organik
cOzuculerin digilik konsantrasyonlarindan yukse gikildik¢a K, gor degerlerinin
azaldgl ancak % 80 konsantrasyonunun Uzerine ¢ikidia ise K, 45 degerlerinin
de arttgl rapor edilmgtir. Enzimlerin kararliik cakmalari organik c¢oztculer
varliginda 25 °C'de 20 dakika sire ile inkiibe edilerek gergtklmis ve % 0-90
organik ¢Ozucu konsantrasyonlarinda ghhistir. a-kimotripsininin -~ kalan
aktivitesinin organik ¢Ozuculerin artan konsantrasyonlari ile gnal&85'in
Uzerindeki konsantrasyonlarda ise @rititripsinin de benzer davrgngosterdgi
belirtilmistir [112]

Simon ve ark. tarafindan gercejtlalen bir bgka calsmada [113] asetonitril, 1,4-
dioksan ve etanoliin substrat olarak hemoglobinin kullamilgepsin Gzerindeki
etkileri incelenmgtir. Calismada asetonitril ve etanolun % 60 konsantrasyonunun
Uzerine cikildginda katalitik aktivitede kayiplar ol@gu belirtiimis, 1,4-dioksan
varliginda ise enzimatik aktivitenin % 30 konsantrasyona kadar kogundocak
%60 konsantrasyona c¢ikifinda aktivitenin tamamen kaybolglw bildirilmistir.
Etanol ve asetonitril vaglinda aktivite kaybi nedeninin enzimin dordincil yapisinin
bozulmy olabilecginden kaynaklangh rapor edilmgtir. 1,4-dioksan icgin ise bu
konsantrasyonun % 30’dan itibaren slaaigl bildirilmis ancak enzimin bu
konsantrasyonlar vaginda kinetik parametreleri cgllimamstir.

Kamal ve ark. tarafindan gerceftieglen calsmada [114] subtilisin calsberg
enziminin Ala-Ala-Phe-7-amido-4-metil kumarin (AAF-AMC) ve suksinil-Ala-Ala-
Pro-Phe-p-nitroanilid (suc-AAPF-p-Na) substratlari kullanilarak asetonitril ve
dioksan varlginda ve farkh pH’lardaki aktivitesi ol¢ulngtiir. Calsmada % 40
asetonitril ve % 50 dioksan ilavesi ile enzimig/K, deserlerinin 2-3 kat azaldi

rapor edilmgtir.

Pazhang ve ark. [104] tarafindan gercglikiéen calsmada DMF ve DMSO

konsantrasyonu asti ile termolizinin kazein hidrolizine #kin katalitik
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potansiyelinin azalgg bunun sebebinin de enzimin dordiuncil yapisindaki
bozunmadan kaynaklanabilécerapor edilmgtir. DMF ve DMSO’nun artan
konsantrasyonlari vaginda enzimin kg ve Vi, deserlerinin azaldil ve karsik tip
inhibisyon etkisi gosterdikleri bildiriingi DMF ve DMSO varlginda K inhibisyon
sabitleri sirasi ile 7.63 ve 7.70 mM olarak hesaplanmDMF ve DMSO’nun n-
propanol ve i-propanolden daha buyuk #eserleri vermesi bu ¢ozuculerin n-
propanol ve i-propanole kiyasla daha kicuk inhibisyone nederguwlgkklinde

yorumlanmgtir.

Mansfeld ve Hofmann tarafindan gerceklden calsmada ise [115]Bacillus
stearothermophilustan saflatirilan termostabil termolizin benzeri proteazin kazein
hidrolizinin Uzerine metanol, 2-propanol, DMSO, dioksan, asetonitrii ve DMF
cozuculerinin etkisi incelenstir. 37 °C ve 48 saat slren inkiibasyon ile organik
cbziculer varfiinda ve aktivite dlgiminden once organik ¢dzucl konsantrasyonu
0.5 % (v/v)in altina seyreltilerek enzimin kazein hidrolizi incelepme sire
sonunda enzimin organik ¢oziculer tarafindan tersinmez inaktivas\gaaldigi
bildirilmi stir. Calismada inhibisyon etkisi metanol > i-propanol > DMSO > dioksan
>asetonitrii>DMF olarak rapor edilgtir. Organik c¢ozuculerin fizikokimyasal
parametreleri (log P, dielektrik sabiti, polarite indeksi, denatiirasyon kapasitesi) ile

enzim kararlilgl arasinda korelasyon bulunmgidbelirtiimistir.

Tez calgmamizda 1,4-dioksan, DMF ve asetonitrilin artan konsantrasyonlari
varhiginda kararlilik cahmalari Simon ve ark. ¢amalarina benzegekilde enzimi
30°C'de 120 dakika inkiibe ederek ve kalan aktivite Olcllerek yagurfiil1, 112,
113]. Simon ve ark. [111, 112, 113] tripsin, kimotripsin, pepsin ve CPA’nin ve
Kamal ve ark. [114] Subtilisin Carlsberg’in  asetonitril ve dioksan gadia
inhibisyonunu bildirirken, Pazhang ve ark. [104] termolizinin DMF ganbla
inhisiyonunu ve Mansfeld ve Hofmann [115] ise termolizinin dioksan, asetonitril ve
DMF varliginda tersinmez inhibisyona gradgini  bildirmiglerdir.  Bizim
calismamizda ise 1,4-dioksanin, DMF'nin artan konsantrasyonlarinda ve asetonitril
varhiginda %30 konsantrasyondan itibaren aktivasyon gozkinmiiiteratirde bu
organik ¢coziculer vaglinda alkalen proteaz enziminin aktivasyonuna dair bir rapora

ulasilamamstir. Yukarida belirtilen cagjmalarda kullanilan organik co6zlculer
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varhiginda enzimin kinetik parametreleri belirtiimegtn. Ancak bizim ¢gagmamizda
1,4-dioksan, DMF ve asetonitrilin artan konsantrasyonlari igin aktivasyon gineti
calisiilmis ve enzimin termodinamik @erleri hesaplanmgtir. 1,4-dioksan, DMF ve
asetonitrilin artan konsantrasyonlarinin enzim Uzerinde zorunlu olmayan aktivator
etkisi yaptgl belirlenmitir. Aktivasyon kinetgine uygun olarak artan organik
¢bzlcu konsantrasyonlarinda enzimimizip, Heserleri lineer azalngy Vi, Kear V€

kcafKm deSerleri ise lineer olarak artmtir.

Calsmamizda asetonitrilin artan konsantrasyonlari gartla cizilen Lineweaver-
Burk diyagrami zorunlu olmayan aktivasyon igin cizilen gmafbenzer olmasina
ragmena, B ve Ky sabitlerinin hesaplanmasinda kullanilan Gg¢tincil ¢izim zorunlu
olmayan aktivasyon modelinden farklilik gostegtini Ancak her bir konsantrasyon
icin olusturulan Lineweaver-Burk diyagramlari kullanilarak ayri ayri hesaplanan
degerinin 1'den kucik olmasi3 deserinin 1'den buyuk olmasi aktivasyon
durumunda gorinen 6zelliktir [86]. Tum konsantrasyonlar icin hesaplanan K
degerleri de birbirine ¢cok yakin (6-6.63 M arfahda) bulunmstur. Literatirde
alkalen proteazlarla asetonitril arasinda bgitdanetik etkilesime rastlanmangtir.
Diger taraftan artan asetonitril konsantrasyonlarinda da N,N'-DMF ve 1,4-dioksanda
oldugu gibi enzimimizin kK, deserleri lineer olarak azalgy Vi, Keat V€ kalKm

degerleri ise lineer olarak artstir.

Organik ¢6zlcu olarak DMSO’nun da kullangdtez calgmamizda DMSO’nun %
20'ye artan konsantrasyonlarinda kadar zorunlu olmayan aktivasyon % 20’nin
Uzerindeki DMSO konsantrasyonlarinda ise un-kompetitif inhibisyon etkisi
olusturdusu gozlenmgtir. DMSO’nun % 20 konsantrasyonuna kadar aktivasyon
kinetigi, % 30 konsantrasyonundan itibaren inhibisyon kietgcalisiimistir.
Literatirde DMSO’nun proteazlarin aktivitesi ve karaglilitizerine etkilerinin
calisildigl ¢esitli calismalar bulunmaktadir [104, 111, 115, 118, 119]. Pazhang ve
ark. [104] tarafindan gercekt&ilen calsmada termolizinin kazein hidrolizi Gzerine
DMSO’nun etkileri incelenmgtir. % 0-20 konsantrasyonlari agghda DMSO’nun
enzim Uzerinde kagik tip inhibisyon etkisi belirlenngtir.
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Tez calgmamizda DMSO’nun % 30 konsantrasyonundan itibaren enzimimiz
Uzerindeki inhibisyon etkisiyle Kve V,, deserlerinin anlamli derecede azaism.

Bu durum Pazhang ve ark. [104]'in bulgular ile uyumludur. Ancak bizim
calismamizda DMSO’nun buyldk konsantrasyonlarinin enzim (zerinde basit un-
kompetitif inhibisyon etkisi olgturdusu gozlenmg ve K; inhibisyon sabiti ise 6.69
(M) olarak hesaplanmtir. Pazhang ve ark. [104] ise DMSO’nun termolizin
Uzerinde kasgik tip inhibisyon yap@ini belirtmgler, DMSO icin K deserini 7.70

mM olarak hesaplarsiar ve DMSO’nun dier ¢cozucilerden (n-propanol, i-propanol,
N,N'-DMF) daha zayif inhibisyona neden ofgunu aciklamglardir. [n-propanol (K

0.18 mM), i-propanol (K 0.25 mM), DMSO (K 7.70 mM)]. Bu bulgu bizim
calismamiz ile uyumludur. Cunkl caetnamizda en yuksek ;Kdeseri DMSO igin
elde edilmgtir [n-propanol (K: 1.305 M), i-propanol (K 2.245 M), DMSO (K 6.54

M)]. Dolayisiyla en zayif inhibisyon etkisi DMSO vapinda gorulmégtir. Ayrica
DMSO, n-propanol ve i-propanolun log P gederi ile K inhibisyon sabitleri
arasinda inhibisyon gucinin ¢6zucunin hidrofobisitesi arttikcgiaattdair ilgki
oldugu belirlenmgtir (n-propanol icin log P ve Kdeserleri sirasi ile 0.34 ve 0.18
mM, i-propanol i¢in 0.14 ve 0.25 mM ve DMSO igin -1.34 ve 6.54 mM). Bu bulgu

bizim calsmamiz i¢in de uyumludur.

Simon ve ark. [111] tarafindan gercekiglen sggir pankreas tripsininin,
kimotripsinin ve CPA’nin sirasl ile BAEE, ATEE ve huppurifenilalanin
substratlarini  katalizinde  DMSO’nun  etkilerinin  incelefidi calismada
kimotripsininin % 30, CPA'nin % 60 ve tripsinin % 50 DMSO varida katalitik
aktivitelerinde deisiklik olmadigl belirlenmitir. Tripsin haric % 80 DMSO
varliginda bile bglangi¢c aktivitesinin %60'nin  korungu ve digik DMSO
konsantrasyonlarinda aktivitede grgdzlendgi rapor edilmgtir. Ayni zamanda
DMSO’nun enzim konformasyonel yapisi tzerindeki etkisinin olduk¢a hizligoldu
rapor edilmgtir. Ancak calsmada inhibisyon ya da aktivasyon icin kinetik veriler

belirtiimemistir.
Tez calgmamizda enzimin DMSO vagindaki davrargi Simon ve ark. [111]in

bulgularina benzer olmakla birlikte gahamizda kazein en fazla DMSO’nun % 50

konsantrasyonunda co6zUnebgididen calgtigimiz  konsantrasyonlar % 0-50
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aralginda secilmgtir. Bizim calsmamizda da % 50 DMSO konsantrasyonu
varhiginda Simon ve ark. [111]in bulgularina benzer olarak aktivite tamamen
yitirilmemis ve diiuk DMSO konsantrasyonlari vatinda enzim Gzerinde

aktivasyon etkisi gozlenmtir.

Mansfeld ve Hoffman [115] tarafindan gercekiden calsmada termostabil
termolizin benzeri proteazin kazein hidrolizinde DMSO’nun etkileri incelgrvai
organik ¢ozucl vaganda enzimin tersinmez inhibisyon&radgl rapor edilmg,
inhibisyon kinetgi calisiimamstir. Ancak bizim c¢akmamizda gercekien
inhibisyon tersinir olup, kinetik ¢aimamizda inhibisyon tipi gercek un-kompetitiftir.

Eremeev [119] tarfindan gercekdieilen calsmadaa-kimotripsinin farkli substratlari
katalizi sirasinda DMSO’nun etkileri incelemyti. Calismada DMSO varfiinda
enzimin BTEE (N-benzolil-L-tirozin etil ester), ATEE (N-asetil-L-tirozin etil ester),
ester tUrevi substratlari ve ATNA (N-asetil-L-tirozin p-nitroanilid), BTNA (N-
benzoil-L-tirozin p-nitroanilid) nitroanilid tlrevi substratlari hidrolizi incelegme
ayni ¢Ozucu konsantrasyonunda enzimin farkh substratlar farkh hizlarda
katalizledgi rapor edilmgti. DMSO varlginda BTNA hidrolizi incelendiinde
enzimin Michealis parametrelerinin DMSO konsantrasyonunda@nmsaz oldgu
(degismedigi) gozlenmitir. Ancak ayni keullarda ATEE substrati kullanilginda

ise katalitik sabitin (k) azaldgl ve 0-2M DMSO konsantrasyonu vahda
enzimin non-kompetitif inhibisyonaguadgi rapor edilmgtir. Ayni sartlar altinda
substrat olarak ATNA kullanilginda ise 1M DMSO konsantrasyonunun uzerinde
enzimin organik ¢ozicl vaginda substrati hidrolizlemesinde aktivasyon etkisi
gorulmiy gozlenen aktivasyonun ise € p>1) non-kompetitif aktivasyon olgu
bildirilmi stir. DMSO-su kagiminda gorulen bu aktivasyonun substrat yapisinda
gorulen minimal dgisikliklerden kaynaklandy belirtiimistir. Ester ve nitroanilid
turevlerinin kullanildgl substratlarda nitroanilid ttrevi substratlardaki N-benzoil
substitue gruplari ester tlrevi substratlardaki asetil gruplari ile yestiddiginde
kinetik tablonun dramatik olarak getigi ester substrati vaginda aktivitenin
distigl ancak ayngartlar altinda nitro substrati vaginda aktivitede anlamli astar

gozlendgi rapor edilmgtir. Boyle bir farklihigin DMSO’nun substratin N-acil
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grubunun proteindeki ganma bolgesi ile spesifik etkiienlerde bulundgunun
kaniti oldgu bildirilmistir.

Bizim calsmamizda da DMSO’nun artan konsantrasyonlari gadia enzimin
kazein hidrolizi sirasinda Eremeev [119]'in ealasinda ATNA substratinin
kullanildigi duruma ¢ok benzer bir durumla kdasiimis, belli bir konsantrasyona
kadar (bizim ¢caimamizda 2.82 M DMSO, Eremeev [118] salasinda 2 M DMSO
konsantrasyonuna kadar) aktivitede sartiaha yiksek konsantrasyonlarda katalitik
aktivitenin  azaldii gozlenmgtir. Tez calgmamizda DMSO’nun  diilk
konsantrasyonlarinda enzim uzerinde zorunlu olmayan aktivator etkssurolugu
gorulmis o degeri 0.72,p deseri 1.19 ve K degeri 0.42 M olarak hesaplangtr ki

a<0, B>1 olmasi zorunlu olmayan aktivasyonda goérulen durumdur [86].
Calismamizda aktivasyonun gorulmesinin sebebi DMSO’nun enzimin aktif bdlgesi
ile spesifik etkilgimlerde bulunup enzimin fleksibilitesini arttirip, protein substrati
ve blyuk molekil olan kazeinin glanmasini kolaylgtirdigl ve/veya kazeinin
¢cOzUnurliguna arttirnp katalizi hizlandirgh distiniimektedir [116, 117]. Ancak %30
(v/v) DMSO konsantrasyonuna cikiggnda (~ 4 M) enzim Uzerinde gorilen
inhibisyonunun sebebinin yuksek organik ¢Oziclu konsantrasyonunun enzimin
mikrogevresindeki zorunlu su garini kirarak inhibisyona sebep ofglu[116] ya da
yuksek organik ¢cozuci konsantrasyonunun kazein yapisini tahrigzatarak kataliz

hizini digtrdigti distintlmektedir [118].

4.2.2 Alkalen proteazin termodinamik 6zellikleri Gzerine organik ¢dztculerin

etkisi

Tez calgmamizda alkalen proteazla kazein hidrolizineskih termodinamik
degerlerden; aktivasyon serbest enerjiai@”) ve tranzisyon hali kganma serbest
enerjisinin - (AGL ;) artan metanol, etanol, n-propanol ve i-propanol
konsantrasyonlariyla argti ancak substrat &ama serbest enerjisiniAG, ) ise

etkilenmedgi gorulmdstlr. Literatirde proteazlar icin artan organik ¢ozicu
konsantrasyonlarinda  bu @lerin  hesaplangi  calsmalara  siklikla

rastlanamamaktadir. Enzim ve substrat arasindaki maksim@anb@a enerijisi
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substrat Uzerindeki tum planma gruplarinin enzim Gzerindekigtenma bolgeleri

ile eslesmesi durumunda gorulir. Bu durumda enzim ve substrat birbirinin
tamamlayicisi olur. Reaksiyon boyunca substratin yap@stdgnden, 6nce gegi

hali sonra Urlnler okwr, enzimin bozulmargiyapisi sadece substratin bir formu ile
tamamlayici olabilir. Ancak enzim igin tamamlayici olarak substratin tranzisyon
halinin olmasi durumunun orijinal substrat yapisi ile tamamlayici olmasindan
katalitik olarak daha fazla avantajgtayacai bildirilmistir. Bu durumda yapisal
degisikliklerden dolayl b#lanma enerjisi artar ve aktivasyon enerjisisetl
Konformasyonel yapisi @sime usramamg substrat enzimin tamamlayicisi ise

tranzisyon hali olsumu bglanma enerjisi azalir ve aktivasyon enerjisi artar [105].

Bizim ¢alsmamizdaAG,_ degeri dezismemi ancak AG! . degeri artan organik
¢bzlicu konsantrasyonu (metanol, etanol, n-propanol, i-propanol) ilestartrBu

durum enzim icin tamamlayici substrat formunun géali formundan ¢ok orijinal
substrat molekult oldiwnu gostermektedir. Bu durum alkoller vanmda enzimin
konformasyonel yapisindaki gigikligin ES kompleksi olgumunu stabilize

etmesinden ziyade ESompleksini destabilize etmesiyle aciklanabilir. Béylelikle

hidrolitik reaksiyonun aktivasyon serbest enerjis3(’) artar. Gergekten de organik

¢cozlculerin artan konsantrasyonlarinda inhibisyon etkilerinin de artmasi sonucu
AG" deserlerinde de artmalar gorulgtiir. Alkollerin enzimimize yap# non-
kompetitif inhibisyon nedeniyle Kdegismediginden AG._g degerinin dgismemesi
nedeniyle inhibitorlerin enzimin substrat glenma boélgesi dinda baka bir

baglanma bdlgesine Fandgini gostermektedir. Bu ganma sonucunda enzimin
katalitik bolgesinde gerceklen deformasyon sonucu inhibisyon etki gérilmektedir.

Siddiqui ve ark. [L06Aspergillus nigerkarboksimetil selilazini (CMCaz) etil-3(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid vaginda glisinamid ve etilendiamin dihidroklortr

ile modifikasyona gratmslar glisinamid modifiye enzimin AG* ve
AG! . degerlerinin dtugind, etilendiamin modifiye enzimin ise aynigeéerinin
arttigint - goérmglerdir.  Glisinamid modifikasyonlu CMCaz'in katalitik hizini

arttirirken dger modifikasyon azaltrgtir. Siddiqui ve ark. [106] etilen diamin

modifikasyonundaki hiz dinesinin enzimin tranzisyon hali destabilizasyonundan
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glisinamid modifikasyonundaki hiz ammin ise tranzisyon hali stabilizasyonundan
kaynaklandgini bildirmiglerdir. Bizim calgmamizda alkalen proteazin kimyasal

modifikasyonu stz konusu gi&dir. Ancak metanol, etanol, n-propanol ve i-
propanoliin artan konsantrasyonlarind&s” ve AG! , deserlerinin de artg

gorulmistir. Bu da enzim substrat kompleksi tranzisyon hali destabilizasyonunun

gOstergesidir.

Bhatti ve ark. [107Fusarium solanglukoamilazinin 1-etil-3(3-dimetilaminopropil)
karbodiimid varlginda anilin hidroklorid ile 1, 7 ve 13 dakikalk surelerde

modifikasyona gratmslar, modifiye enzimlar ile gasta hidrolizinde en duk
AG*, AG! , ve AG._¢ deserlerinin 7 dakikada modifikasyonasnayan enzimde
oldugunu gozlemglerdir. Bu godzlemler sonucunda modifiye enzimin ¢ozundr

nisastaya olan afinitesinin ve tranzisyon kompleksi sounun serbest

enziminkinden daha yiksek olgluinu bildirmglerdir. Bizim calsmamizda artan
metanol, etanol, n-propanol ve i-propanol konsantrasyonlargwath artanAG* ve

AGy ; degerleri; artan organik ¢ozuicl vaginda tranzisyon kompleksi aium

afinitesinin azaldiini gostermektedir.AG._gdegerinin dgismemesi de metanol,

etano, n-propanol ve i-propanolin enzimin substratglab@a afinitesini

etkilemedgini gostermektedir.

Ozturk ve ark. [108]Escherichia colipenisilin asilazinin karboksimetil seliilozla
(CMC) konjugasyona gratmslar ve konjuge enzimihG” degerinin serbest enzime
kiyasla azalgini, konjuge enzimin geghali batlama enerjisinin AG} ;) daha cok
salindgini ve konjuge enzimin Kkatalitik verimldinin daha yiksek oldiunu

bildirmisler, bu yuksekkin tranzisyon hali destabilizasyonundan kaynaklgumai
ifade etmglerdir. Oztiirk ve ark. [108] serbest ve CMC-konjuge enzimle penisilin G

hidrolizine iliskin AG._g degerlerini de incelemgier ve konjuge enziminAG__g
degerini serbest enziminkinden dahasdk bulmulardir. Bu durum substratin

(Penisilin G) konjuge penisilin asilazin aktif bdlgesiyle daha sikilabanasi

seklinde yorumlanngtir. Bizim calsmamizda serbest alkalen proteaza kiyasla mono

alkoller varlginda elde edilen daha biyikG" ve daha d§ilkk AG. . degerleri
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alkollerin gecs hali destabilizasyonuyla enzimatik katalizi yghadtigini
gostermektedir. er taraftan dgerlerinin anlamli dgisiklikler icermemesi enzim-
substrat kompleksi destabilizasyonunun ya da kazeinin enzimin aktif bélgesine olan

baglanma afinitesinin monoalkollerden etkilenmgdi gostermektedir [108].

Kamal ve ark. [114]'in yap#i calsmada subtilisin carlsberg’in su-organik ¢ozicu
varhginda aktif bolge titrasyon deneylerinde katalitik triadinin hemen hemen
bozulmadgl ve oda sicakfiinda calgilan organik ¢oztculer vaginda enzimin dgal
yapisini korudgu bildirilmistir. Diflzyon, katalitik mekanizma, pH profili ve
tranzisyon hali yapisinin organik ¢ozici kemindan anlamlgekilde etkilenmedi
rapor edilmgtir [114]. Suc-AAPF-p-Na hidrolizi esnasinda reaksiyon ortami % 40
asetonitiril ya da % 50 dioksan icegilide iseAG" deserlerinin yiikseldii AG. ¢
degerlerinin azaldil, enzim-substrat kompleksi glumunun azalmasiyla katalitik
etkinin azaldgl rapor edilmgtir [114]. ES kompleksinin okumu substrat ve enzim
arasindaki (E+S) solvatasyonla ve ES’nin desolvatasyonuyla azalmaktadir. Kamal ve
ark. [114] Subtilisin Carlsberg ile Suc-AAPF-p-Na hidrolizinde substratin
solvatasyonunun artmasiyla enzim substrat komplekssumiunun azalgni
bildirilmi slerdir. Diger taraftan Chin ve ark. [120] genellikle organik c¢o6ziculre
varliginda enzimlerin desolvatasyongradigini ve bunun da ES kompleksinin
desolvatasyonuna yol agini dolayisiyla ES okumunun azalgini rapor
etmilerdir. Kamal ve ark. [114] asetonitrii ve dioksan varida serbest
subtilisindekine kiyasla ¢ kat daha klcld lkdeserleri elde etmyler ve bunun
nedeninin ES ve ESkomplekslerinin desolvatasyonundan ve konformasyonel
esneklikteki sinirlamadan kaynaklaga ifade etmglerdir. Bizim calsmamizda
monoalkollerin kosolvent olmasi ile alkalen proteazin kazein hidroliziglanilikcat

deserleri azalmy AG” deserleri artmstir. Bu bulgular Kamal ve ark. [114] ile
uyumludur ancak caimamizda AG._g degerlerinin dgismemesi monoalkollerin

enzimimiz tzerine non-kompetitif inhibisyon yapmasindan dolayidir.
Calsmamizda kazein hidrolizine gkin AG*, AGY . ve AG._ deserlerinin artan

1,4-dioksan, N,N'-DMF ve asetonitril konsantrasyonlari ile agatgbralmdttr. Bu

durum calgilan c¢oziuculer varginda enzimin konformasyonel yapisindaki
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desisikli gin ES’ kompleksinin stabilizasyonu ile aciklanabilir [105, 106, 107, 114].
Bu da enzim igin tamamlayici substrat formunun orijinal substrat molekulinden
ziyade substratin gechali formunun oldgunu karet etmektedir. Bu durum enzim-
substrat kompleksi ofumu icin gerekli enerji miktarinin azafgini, enzimin kazeine

olan afinitesinin artfiini ve tranzisyon hali kompleksi gumunun artgini
gostermektedir [106, 107]AG._¢ degerlerinin de artan 1,4-dioksan, asetonitril ve

DMF konsantrasyonu ile gousal olarak azalmasi bu gétidesteklemektedir [107].

Kamal ve ark. tarafindan yapilan gatada [114] organik ¢Ozucu vafinda AG._g

degerinin azalmasi ile enzim-substrat kompleksisolau azaldil dolayisiyla bunu

da enzimin Kkatalitik aktivitesinin azalmasina neden gidudildirilmistir. Bizim
calismamizda ise bu bulgunun tam tersi bir sonu¢ elde editmCalismamizda da
artan organik c¢o6zicu konsantrasyonu ile (1,4-dioksan, N,N-DMF, astonitril,

DMSO’'nun aktivator etki gostergii konsantrasyonlarl) AG._; degerlerindeki

azalmayaAG” ve AGY . degerlerindeki azalmalar dalék etmistir. Boylelikle ES

kompleksinin stabilizasyonu ol@undan artan organik ¢ozicu konsantrasyonu ile

enzim aktivitesinde de agtgorulmutar.

Tez calgmamizda DMSO’nun %0-20 konsantrasyonlari arasinda aktivasyongkineti
%30-45 konsantrasyonlari arasinda inhibisyon kinetalisiimistir. Aktivasyonun

gbzlendgi konsantrasyonlarda ¢oziiciiniin artan konsantrasyonlariyla eni@fin
AG! . ve AGes degerleri lineer olarak azalghir. AG" deserinin azalmasi
DMSO’nun digiuk konsantrasyonlarinda katalizi hizland@rdi gostermektedir [105,
106, 107, 114]. Tranzisyon hali serbest enerjgedimin (AG._,) azalmasi ise

tranzisyon hali kompleksinin stabilizasyonunu ve bungibalarak kataliz hizinin
arttiginin termodinamik gostergesidikGeg.s degerinin artan DMSO konsantrasyonu
ile azalmasi enzimin kazeine olan afinitesanin termodinamik goéstergesidir [107].

DMSO’nun %30-45 konsantrasyonlari agatida calgtigimiz inhibisyon kinegiinde

elde edilen kinetik ve termodinamik gkxler de ihhibisyon kinegi ile uyumluluk
gostermektedir. Artan DMSO konsantrasyonu ile enzirgifvie ka/Knm, deserlerinin
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azalmasi; artan DMSO konsantrasyonlarinda enzimin kataliz hizini ve katalitik
performansini cjilrdigiin gostermektedir. DMSO’nun inhibitor

konsantrasyonlarinda enziminG* ve AGL . deserleri ile dagrusal olarak artan

grafikler elde edilmitir. Bu durum DMSO’nun gegi hali destabilizasyonu ile
enzimatik katalizi yavdattigini gostermektedir [108]. Rer taraftan AGg.s
parametrelerinin dgrusal olarak azalmasi Kamal ve ark. [114]'in bulgularina paralel
olarak enzim-substrat kompleksi g@lumunun azalmasina ve dolayisiyla enzimin

kataliz glicintin azalmasina neden olmaktadir.

4.2.3 Alkalen proteazin kinetik ve termodinamik 6zellikleri tzerine organik

¢Ozucdlerin log P ve dielektrik sabiti dgerlerinin etkisi

4.2.3.1 Log P etkisi

Log P degeri 2'den kucuk olan hidrofilik ¢cbzuculer vatinda hizli birsekilde enzim
inaktivasyonu gercek$eken, 4'ten buyik olan hidrofobik ¢oztculer v@rhda ise
yuksek enzim kararlgm gorulmektedir [109]. Polaritesi yuksek olan hidrofilik
cbzlculer su icinde c¢ozunebilirler ve enzim icin gerekli su tabakasini soyarak
inaktivasyona sebep olurlar. Polariteskiaki hidrofobik ¢ozuculerin bu tur yetegie
olmadgl icin inaktivasyona daha az sebep olurlar [67]. Tezmga@mizda organik
cozlculerin artan konsantrasyonlari ilgkiii log P deserleri hesaplanmaive organik
¢cbzlcu konsantrasyonu arttikca artan log Bederi elde edilmgtir. Calismamizda
monoalkoller variginda alkalen proteazin kinetik .tk ve ka/Kn) deserleri artan
¢cobzlcu konsantrasyonlariylashili log P deserleri ile dgrusal olarak azalrgtir.
Aktivasyon etkisi gosteren ¢oztcller vanhda (1,4-dioksan, N,N'-DMF, asetonitril,
DMSO) ise ka: Ve kaf/Kn deserleri lineer olarak artarkenKdegerleri lineer olarak

azalmstir.
Pazhang ve ark. [104] termolizin enzimi kullanarak yaptiklarisige@lda organik

cozlculerin log P deerleri ile K; inhibisyon sabitleri arasinda zitski gozlendgi

belirtiimistir. Ancak kullandiklari log P dgerleri saf organik ¢zucilere ait olup
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calsilan ¢ozicu konsantrasyonlarindaki log P getteri  hesaplanmastir.
Calismada organik ¢ozuclu olarak DMSO, DMF, n-propanol, i-propanol kullagiiimi
ve organik c¢oziuculerin log P gerleri siralamasi  n-propanol>i-
propanol>DMF>DMSO iken K degerleri siralamasinin  DMSO>DMF>i-
propanol>n-propanol oldw ve ¢dzuciundn inhibisyon gucunin, hidrofobisitesinin
artmasina b#i oldugu rapor edilmgtir. YUksek hidrofobisiteye sahip olan
cOzlculerin termolizinin aktif bolgesine @anma gilimlerinin fazla oldigu ve daha
yuksek inhibitor etkisi olgturduklari bildirilmistir. n-propanol ve i-propanolin
DMF’ye oranla daha yuksek log P @ine sahip olmasi termolizin tzerinde daha
siddetli destabilizasyon etkisi ajturdusu ve bu ¢dzuculerin termolizinin hidrofobik
cepleri ile bg yapip enzimin dérdincul yapisinin tahribatina neden olaliileapor
edilmistir [104]. DMF bazil olarak daha diuk log P dgerine sahip olmakla beraber
protein molekulld icin zorunlu su molekullerini uzadtlearak protein yapisini
bozabilecgi bildirilmistir [104]. Tez cakkmamizda inhibitbr etki gosteren
monoalkoller varginda (metanol, etanol, n-propanol, i-propanol) ve DMSO’nun
enzim Uzerinde sirasiyla non-kompetitif ve un-kompetitif inhibisyon etkisi
gorulmistr. Bu nedenle inhibitdr ¢oziculer ile substrat (kazein) arasinda enzimin
aktif bdlgesine bglanma icin bir yagma s6z konusu @édir. Bununla birlikte
hidrofobisitesi yani log P dgeri daha yuksek c¢oziculerde daha gugcla inhibisyon
etkisi gorulm@tur. % 20’lik ¢ozici konsantrasyonlarinda (DMSO icin % 30)
organik ¢oztculerin log P derlerindeki siralama n-propanol >i-propanol> etanol >
metanol >DMSOseklide iken co6zlculere gkin K; deserlerinde olan siralama
DMSO>etanol>metanol>i-propanol>n-propangkeklindedir. Siralamalardaki bu
egilim Pazhang ve ark. [104] tarafindan belirtiletine ile uyum igindedir. Bu durum
cozlculerin inhibitér etkisinin enzimimizin mikrocevresindeki zorunlu olarak
bulunmasi gereken su molekillerini kismen uzghki@ak onun konformasyonel

yapisini bozmaseklinde aciklanabilir.

Alkoller s6z konusu oldgunda log P dgerleri metilen grup sayisi arttikca
artmaktadir. En yuksek log P gkine sahip olan alkol enzimin yapisal inhibisyonu
icin en etkili olanidir. Hidrokarbon i¢gginin arttiriimasina zit olarak hidroksil i¢gri

arttirlldiginda ise alkollerin denatiirasyon yetenekleri azalmaktadir [110]. Bizim
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calismamizda da en uzun zincirli mono alkol olan n- propanol gade en yiksek

inhibisyon etkisi goralmgtir.

Enzimlere denatlrant etkisi olan organik c¢oziculerin reaksiyon ortamindaki
konsantrasyonlari arttikca denattirasyon etkileri de artar. Ancak logeid gigksek

olan organik ¢oOzuculerin diik konsantrasyonlarinda denatirasyon etkisi daha az
gorulmektedir [110]. Bizim c¢ajmamizda da organik c¢o6zlcllerin artan
konsantrasyonlarina pla olarak artan log P dgerleri ile enzim Uzerinde artan

inhibitor etki gozlenmytir.

Alkalen proteazlar icin artan ¢odzicu konsantrasyonu ikilililog P deseri ile
enzimin AG*, AG{ ,, AG._¢ parametrelerinin ifkilendirimesine dair literaturde
herhangi bir catmaya rastlanmargtir. Ancak organik ¢ozictu (monoalkoller ve
DMSO) konsantrasyonu arttikga bu konsantrasyonlar gkilillog P deserleri de
arttigindan hesaplanan log Padeleri ile enziminAG* ve AG! , deserleri arasinda
lineer olarak artan gkiler gozlenmgtir. Bu bulgu organik c¢ozlculerin artan

konsantrasyonlari ile gkili log P deserlerinde enzim lzerinde artan inhibisyonun
gerceklgtiginin termodinamik gostergesidir. Artan mono alkol konsantrasyonlari ile
iliskili log P deserlerine kagi AG._g degerleri de dgismediinden AG._g deserinin
coziculerin log P deerlerinden etkilenmedi goralmistir. Bu da mono alkollerin
enzimin aktif bolgesi dinda bir baka bdlgeye bgandginin termodinamik
gostergesidir. DMSO’nun inhibisyon gozlenen konsantrasyonlari geiliiliog P

degerlerine kagilik gelen AG._g degerleri ise lineer olarak azalgtir. Bunun nedeni

DMSO’nun yaptgl un-kompetitif inhibisyon sonucudeserinin azalmasidir.

Hirakawa ve ark. [87] tarafindan termofilik alkol dehidrojenaz enziminin NAD
substratini  hidrolizi Uzerine organik ¢o6zuculerin log Pgederinin  etkisi
incelenmgtir. Calismada asetonitril (log P: -0.33), DMF (log P: -1.0), ve DMSO
(logP: -1.3)nun artan konsantrasyonlarinin enzim Uzerinde aktivasyon etkisi
olusturdusu ve enzimin kinetik parametrelerini etkilgdi gbzlenen aktivasyonun
¢coziculerin log P deerlerine bgh olup ¢oziculerin kompozisyonlarindangoasiz

oldugu bildirilmistir [87]. Bu durumda enzim ve organik ¢oziici molekult arasindaki
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etkilesimin aktivite Gzerinde etkisinin olmaginin ya da ihmal edilebilegain ve

log P deeri ile dezserlendirilen enzimin ¢evresindeki polaritenin aktivite igin baskin
faktor olabilecginin gostergesi oldiu buna kagin K., ve kg parametrelerinin ise
¢6zlcunin kompozisyonuna gha oldugu rapor edilmgtir [87]. Organik c¢6zici
ilavesinin enzim Uzerindeki etkisinin iki kisma ayrilmasi gegekhildirilmi stir.
Birincisi enzim cevresinde polaritenin azalmasindan kaynaklanan aktivasyon ve
digeri su icerginin azalmasindan kaynaklanan inhibisyon. @ahda organik
cbzlculer varfiinda aktivasyon gozlenmesinin temelini log P etkisininstaiaugu
belirtiimistir ve enzimin k4 degerleri ile organik ¢oziculerin log P glerleri arasinda

lyi bir korelasyon go6zlenirken; K deserleri ve log P dgerleri arasinda anlaml

korelasyonlar bulunmagh bildirilmi stir [87].

Bizim calsmamizda da 1,4-dioksan, DMF ve asetonitrilin artan konsantrasyonlari
varliginda Hirakawa ve ark. [87] cammasina benzer olarak aktivasyon etkisi
gozlenmgtir. Enzimler fakli olmasina gnen kullanilan organik ¢ozucilerin enzim
Uzerindeki etkisi benzer olup enzimin katalitik performansini argiigbzlenmstir.
Calistigimiz aktivasyon gozlenen ¢oziculer arasinda en yuksek logd?i de en
blylk Ka degeri asetonitrilde gozlenstir. Bu durum Hirakawa ve ark. [87] yuksek

log P degerli (yuksek hidrofobisiteli) ¢ozucilerin enzim Uzerinde daha yuksek
aktivasyon yapfi yorumuyla uyum icindedir. Buna gore asetonitril enzimin
mikrocevresindeki 1,4-dioksan, N,N'-DMF ve DMSOQ'’ya kiyasla daha fazla polarite
azalmasina ve dolayisiyla daha yuksek aktivasyona neden olmaktadir. Bu durumu
enzimin kinetik ve termodinamik parametreleri de desteklemektedir. 1,4-dioksan,
DMF ve asetonitrilin artan konsantrasyonlar ilgkili log P deserleri ile enzimin

Km deserleri arasinda dipusal olarak azalan gkiler gozlenmgtir. Bu durum
kullanilan organik c¢o6zlculerin ayni zamanda enzimin substrata olan afinitesini
arttirdgini gostermektedir. Artan konsantrasyonlarlgkili log P deserleri ile
enzimin kg Ve kaof/Kn degerleri arasinda lineer olarak artarsklier gozlenmgtir.

Artan organik c¢ozlcl konsantrasyonlari ileskiii log P deserleri ile enzimin
termodinamik AG", AG! , ve AG. ) deserleri arasinda ise @wusal olarak azalan

ili skiler gorilmistir. AG" deserinin dagrusal olarak azalmasi enzimin kazein

hidrolizi icin gerekli aktivasyon serbest enerjigdeni distirdigiinu yani katalitik
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etkisinin arttgini gostermektedir [105, 106, 107, 114)G? . ve AG__ degerlerinin

dogrusal olarak azalmasi ise organik coziicilerin tranzisyon haliri) (&8bilize
ettiginin ve bu durumun da Kkatalitik aktivitenin artmasinin termodinamik

gostergesidir [105].

Arroyo ve ark. [116] tarafindan yapilan birska ¢alsmada penisilin V’nin penisilin
V acilaz tarafindan hidrolizinde su ile kgabilen organik c¢oziculerin kataliz
tzerindeki etkileri incelenngiir. Calismada kullanilan DMSO, dioksan, asetonitril ve
DMF aprotik polar ¢ozicuiler olarak siniflandirgmve bu c¢ozlcller vaginda
gerceklgen aktivasyonun ¢cozicuningsina ve ortamdaki konsantrasyonungliba
oldugu rapor edilmgtir. Calismada enzim aktivitesi ile ¢ozucilerin log Pgdderi

ili skilendirilmis ve penisilin V'nin hidrolizinin d&ik log P dgerlerinde (daha polar
cbzlculerde) daha hizh olgu bildirilmistir. DMSO, dioksan, asetonitril ve DMF
gibi bazi polar ¢ozuculerin tGrin olarak elde edilen 6-APA ve fenoksiasetik asitin
¢Ozunarluligunu arttirarak diftizyonel sinirlamayi azgttve aktivasyonu bgekilde
gerceklatirdigi bildirilmi stir.

Bizim calsmamizda da Arroyo ve ark. [116] gercefimikleri calismada kullanilan
dioksan, DMF ve asetonitril ¢ozuculeri v@rhda enzimin katalitik performansinda
artis gordlmistir. Ancak Arroyo ve ark. [116] penisilin V asilazin gdan
cobzlculerle  aktivasyonunun c¢oOziculerin  azalan log P gerei ile

ili skilendirmiglerdir. Ayni ¢ézuculeri kullanggmiz bizim enzimimizde ise artan log
P deerlerinde daha blyuk aktivasyonlar goruktdi. Hidrolazlar sinifina dahil
enzimler icin dguk log P dgerinin enzim Uzerinde toksik etkisi olgw distinulse
bile [73, 117] bizim cabmamizda dgiik log P dgerine sahip (polaritesi yuksek)
1,4-dioksan ve DMF ile asetonitrille olandan dahasU#l aktivasyonlar elde
edilmistir. Asetonitrilin log P dgerleri yani hidrofobisitesi @erlerinden daha
blayuktir. Bu da Hirakawa ve ark. [87] tarafindan gerggkien calsmada
belirtildigi gibi yluksek polariteye sahip organik c¢oziculerin reaksiyon ortaminin

polaritesini aktivasyon lehine gigtirmesinden kaynaklanmaktadir.

Ruiz ve Castro [118] tarafindan geceakiden bir baka calgmada haloalkolofilik

Natrialba magadiitarafindan Uretilen hticre seliproteazinin azokazein hidrolizinin

282



¢ssitli organik ¢ozuculer varfiinda aktivitesi ve kararlgg incelenmgtir. Calismada
yuksek polariteye sahip DMSO vayinda %15 (v/v)'lik konsantrasyonda enzim
aktivitesinin %75’ten fazlasinin korungiw, daha yiksek konsantrasyonlarda (%30
(v/v)) kataliz hizinin dgtiga bildirilmistir. YUksek konsantrasyondaki organik
¢bzicu varlginda enzim aktivitesinin  ginesinin  sebebi azokazeinin
konformasyonel dasiklige wramasindan kaynaklanabileétce belirtiimistir.
Calsmalarinda DMSO (log P; -1.35), ve DMF (log P; -1.0)'nin log Redkeri
birbirine yakin olmasina gmen enzim tzerinde zit etkilerinin olglwbildirilmistir.
Bizim calsmamizda ise DMSO’nun diik konsantrasyonlarinda aktivite gézlenirken
DMF’nin calisilan tim konsantrasyonlarinda aktivitede sartg6zlenmgtir.

DMSO’nun artan konsantrasyonlari ileskili log P deserleri ile enzimin kinetik
(Keas Km, kealKm) ve termodinamik dgerleri (AG”, AG! ., AGg.g) arasinda oldukca

iyi korelasyonlar veren grafikler elde ediktii. Enzimin; DMSO aktivasyon
konsantrasyonlarinda artan ¢oztici konsantrasyonlari gkdiiliog P deserleri ile
iliskili kear ve ka/Km parametreleri arasinda gtasal olarak artan gkiler
gozlenmgtir. Enzim aktivasyonu sirasinda kataliz hizinin ve katalitik performansinin
artmasi beklenen bir durumdur. Enzimir, idegerleri ise artan konsantrasyonlarla
ili skili log P deserleri ile d@rusal olarak azalan grafikler glurmustur ki bu durum
organik ¢ozicunun enzimin substrata olan afinitesini aggtndgostermektedir [86].
DMSO’nun aktivasyon konsantrasyonlarinda artan konsantrasyonlagkié ibg P
degerleri ile enzimin termodinamik derlerinin dg@rusal olarak azalan gkiler
vermesi organik ¢ozucuniun fizikokimyasal parametresi olan log geriden de

enzimin kataliz gticin0 arttiginin termodinamik gostergesidir.

4.2.3.2 Dielektrik sabiti etkisi

Muta ve Inouye [102] tarafindan gercekiglen Bacillus thermoproteolyticus
soyundan safkdurilan termolizin enzimi tzerinde metanol, etanol, n-propanol ve i-
propanol’'in artan konsantrasyonlarinin dielektrik sabitlerinin enzim Gzerindeki
etkileri de incelennstir. Calisilan mono alkol konsantrasyonlari ile sKili
hesaplanan dielektrik sabitlerine f&artermolizinin 6zgunlik sabiti, k/Kn

isaretlenmgtir. Termolizinin aktivitesi ile reaksiyon ortaminin dielektrik geeleri
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arasinda diuk dielektrik sabitlerinde diik aktivitenin oldgu iyi bir korelasyon
bulundwgu bildirilmistir. Dielektrik sabiti parametresinin termolizin aktivitesi igin
cok onemli parametrelerden biri olglu ve diguk dielektrik sabitlerinin enzimin
olan alkoller varlginda dielektrik sabiti ile termolizinin aktivitesi arasinda farkh
davranglar gorulmi ve alkollerin dielektrik sabitleri ginda buyuklglinin ve
seklinin de enzim aktivitesi Uzerindeki inhibitor etki icin 6nemli gidwildirilmistir
[102]. Bu nedenle metanol icin grup I, etanol, n-propanol ve i-propanol i¢in grup Il
siniflandiriimasi yapilngialkollerin enzim ve substrat ile hidrofobik ve elektrostatik
etkilesiminin termolizin inhibisyonunda 6énemli bir rol oynayabilgceildirilmi stir.

I. grupta yer alan metanolln, enzimin aktif bdlgesinde enzim ve substrat arasindaki
etkilesimi etkileyip inhibisyon yaratf ongordlmigtir. Metanoliin enzimin aktif
bolge cebi ile elvesli etkilesimlerde bulundgu termolizinin ytzeyindeki
elektrostatik ve hidrofobik etkigmleri desistirip reaksiyon ortaminin dielektrik
sabitini digurdigt bildirilmistir. Grup I alkollerinin ise aktif boélge ile zayif
etkilesimlerde bulundgu ve termolizini temelde reaksiyon ortaminin dielektrik sabiti
degerini disUrerek inhibe etgi rapor edilmgtir [102]. Bizim ¢alsmamizda Muta ve
Inouye’nin [102] caymasina benzer olarak mono alkollerin konsantrasyonulari ile
iliskili dielektrik sabitleri azaldikga enzim inhibisyonunda sagorulmittr. Mono
alkoller varlginda enzimin kinetik parametreleri olaakve kao/Kn deserleri ile
artan mono alkol konsantrasyonu ilgklli dielektrik sabitleri arasinda lineer olarak
degisen iligkiler gozlenmgtir. Ortamin dielektrik sabiti azaldikgack ve kalKm
degerleri de azalmaktadir, dolayisiyla bulgularimiz Muta ve Inouye’nin [102]

bulgulariyla uyumludur.

Tez calgmamizda etanol, n-propanol ve i-propanol ankda alkalen proteaz
aktivitesi Uzerinde gercek non-kompetitif inhibisyon gercgiten metanol
varhginda kismi non-kompetitif inhibisyon gercegaistir. Muta ve Inouye [102] ise
termolizin Gzerinde bu alkollerin kompetitif inhibisyonunu rapor ekendir.

Dolayisiyla onlarin yaptiklari gruplandirma bizim enzimimizlaminda elvesli

degildir, ¢cinkd monoalkoller varfinda bizim enzimimize substrat anmasinda
bir engel yoktur. Monoalkoller bizim enzimimize aktif bolgenigidda bir bdlgede

ya da bdlgelerde lgganmaktadir. Artan alkol konsantrasyonlariyla azalan dielektrik
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sabitinden kaynaklanan enzimimiz ylzeyinde muhtemel olan elektrostatik
etkilesimlerdeki enzimin konformasyonel yapisinigdgirerek non-kompetitif tip
inhibisyona neden olmaktadir. Monoalkollerin enzimimiz Gzerindeki non-kompetitif
tip inhibisyonundan dolayr enzimin K deseri desismediinden artan alkol
konsantrasyonu ile gkili dielektrik sabiti dgerlerinden K, etkilenmemgtir. Bu da
mono alkollerin farkh bir bglanma bdlgesi bulungunun fizikokimyasal

gostergesidir.

Arroyo ve ark. [116] tarafindan gerceftieilen calsmada ylksek dielektrik sabiti
degerine sahip c¢ozuculerin giik olanlara oranla enzimleri daha fazla esnek
(flexible) kilaca&l ve esnekfiin de katalitik etkiyi arttiraga ifade edilmg, organik
cozlculerin maksimal konsantrasyonlari ile dielektrik sabitleri arasingeusi
ili skiler oldugu bildirilmistir. Ancak Arroyo ve ark. [116] ¢alilan organik ¢6zlcu
konsantrasyonu ile gkili dielektrik sabiti deerleri yerine saf ¢ozicu dielektrik
sabitlerini kullanmgtir. Bizim calsmamizda monoalkoller vagiinda enzimimizin
Kcat V& kol Km degerleri artan ¢ozicl konsantrasyonlari ilgkili dielektrik sabiti
degerlerinin azalmasina Bh olarak lineer olarak azalgtir. Enzimimiz Uzerinde
aktivator etki yapan 1,4-dioksan, N,N'-DMF, asetonitrii ve DMSO gamtia
enzimimizin ks ve kaf/Kny deserleri artan ¢odziciu konsantrasyonlar ileskil
dielektrik sabiti dgerlerinin azalmasina Bh olarak lineer olarak artrgtir.
Monoalkoller varlginda enzimin K, deserleri dielektrik sabitinden etkilenmezken
aktivator ¢cozuculerin callan konsantrasyonlari ile gkili azalan dielektrik sabiti
degerlerinde azalan K deserleri elde edilmitir. Bu bulgular dielektrik sabitinin
aktivatdr solventler vafinda enzimin substrat Piama afinitesini arttirgginin

fizikokimyasal gostergesidir.

4.2.4 Organik ¢Ozuculerin solvatokromik parametrelerinin enzimin kinetik ve

termodinamik 6zellikleri Gzerindeki etkileri

Organik co6zlculerin  solvatokromik  parametrelerinin - enzimin  kinetik  ve
termodinamik 6zellikleri Gzerine etkileri ¢oklu lineer regresyon ile incelgimi

Coklu lineer regresyonda kullanilan genel denklgegidaki gibidir:
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Z=g + aSolvatokromik parametre | + b Solvatokromik parametre I

z; kinetik ya da termodinamik 0zellikleri solvatokromik parametre | ve |l
solvatokromik parametrelerden herhangi iki tanesini ifade etmektedir. Hangi
solvatokromik parametrenin enzimin kinetik ya da termodinamik 6zellikleri Gzerinde
etkisinin daha fazla oldiwna bakmak icin a ve b sabitlerinin mutlalgeeoranlarina
bakilmstir [76]. a/b orani >1 ise a sabitine ait solvatokromik parametrenin enzimin
kinetik ya da termodinamik 6zellikleri Gizerinde daha etkin gidwa/b orani<l ise b
sabitine ait solvatokromik parametrenin enzimin kinetik ya da termodinamik
Ozellikleri Uzerinde daha etkin olgu belirlenmgtir. Metanol varlginda enzimin kg

Ozelligi Gzerinde solvatokromik parametrelerin etkisi incelgmdie p>a (tablo

4.141),EY > o (tablo 4.142),n*>0 (tablo 4.143)8>E! (tablo 4.144)8> n* (tablo
4.145),n*> EY (tablo 4.146) oldgu gorulmigtir. Buna gore metanol vatinda ka
icin B> n*> El'> a siralamasi yapiligive metanol varfinda kg 6zelligi igin en

etkin parametrenift oldugu belirlenmgtir. Ayni siralama Y, icin yapildgindap>a

(tablo 4.141),EY > o (tablo 4.142), n*>0 (tablo 4.143)p>E" (tablo 4.144)p> n*
(tablo 4.145)7*> EY (tablo 4.146) oldgu gorilm ve metanol varfiinda Vi, igin
B> n*> EY > o oldugu goralmigtir. Ayni siralama\G” dzelligi icin yapildgindap>a
(tablo 4.141),EY > o (tablo 4.142), 7> (tablo 4.143)p>E" (tablo 4.144)p> n*
(tablo 4.145)m*>E} (tablo 4.146) oldgu gorulmig ve p> n*> E}'> o siralamasi
yapilarak enziminAG” 6zelligi icin en etkin parametrenifi oldusu gorilmistr.
AG! . ozelligi icin solvatokromik parametrelerin etkisi incelegidide p>a (tablo
4.141),EY> a (tablo 4.142),n*>0 (tablo 4.143)B>EY (tablo 4.144)p> n* (tablo
4.145), i*> EY (tablo 4.146) oldgu gorulmtur. Buna gére metanol vatinda
AG{_, icin B> n*> E} > o siralamasi yapilgive enzimin kinetik ve termodinamik

Ozellikleri Gzerinde en etkili solvatokromik parametrefialdugu belirlenmitir.

Ayni siralama etanol vaginda gerceklgirilip enzimin kg 6zelligi Uzerinde

solvatokromik parametrelerin etkisi incelegidide p>a (tablo 4.141),El> o (tablo
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4.142), o > n* (tablo 4.143),E} > p (tablo 4.144)B> n* (tablo 4.145),EY > n*
(tablo 4.146) oldgu goérulmigtir. Buna goOre etanol vaginda kg icin en etkili

solvatokromik parametrenin belirlenmesi icin dizenleme yaprda; E} > B> o
m*> siralamasina gore etanol varhda kq 6zelligi icin en etkin parametreniic!
oldugu belirlenmitir. Ayni siralama V, icin yapildgindap>a (tablo 4.141),EY> o
(tablo 4.142), a > n* (tablo 4.143),EY > B (tablo 4.144)p> n* (tablo 4.145),
> El (tablo 4.146) oldgu gorulm@ ve etanol varfiinda My igin EY'> >0 >n*
siralamasina gore en etkili parametrefl olduzu gorulmitir. Benzer siralama
AG" icin yapildgindap>a (tablo 4.141),EY = o (tablo 4.142),a > n* (tablo 4.143),
B>EY (tablo 4.144)B> n* (tablo 4.145),EY > n* (tablo 4.146) oldgu gorilmi ve
B>EY=a >n* en etkin parametre olargkparametresi belirlenstir. Ayni siralama
AG! . ozelligi igin incelendginde B> (tablo 4.141),EY > a (tablo 4.142)p > n*
(tablo 4.143)p>EY (tablo 4.144)p> n* (tablo 4.145),EY >r* (tablo 4.146) oldgu

gorulmistur. Buna gore etanol vaginda AG! . icin B >EY > o > n* siralamasina

gore en etkin parametrenrparametresi oldiu belirlenmitir.

Ayni siralama n-propanol vaginda gerceklgirilip enzimin k. 6zelligi Gzerinde
solvatokromik parametrelerin etkisi incelegidide p>o (tablo 4.141),EY > o (tablo
4.142), o > n* (tablo 4.143),p >E" (tablo 4.144)$> n* (tablo 4.145),E" > *
(tablo 4.146) oldgu gorulmtar. Buna gbre n-propanol vatinda kqcicin en etkili
solvatokromik parametrenin belirlenmesi igin diizenleme yaprida;  >E} > a
n*> siralamasina goére n-propanol vanhda kg 6zelligi icin en etkin parametrenip
oldugu belirlenmitir. Ayni siralama W, icin yapildgindap>a (tablo 4.141),E}> o
(tablo 4.142),0 > n* (tablo 4.143),EY > B (tablo 4.144)8> n* (tablo 4.145),EY >
m* (tablo 4.146) oldgu gorilmig ve n-propanol vaminda Vy, icin EY> B> o > n*
siralamasina gore en etkili parametreifl olduzu gorulmitir. Benzer siralama

AG" icin yapildgindap>a (tablo 4.141),EY > q (tablo 4.142),a = n* (tablo 4.143),
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B>EY (tablo 4.144)B> n* (tablo 4.145),EY > n* (tablo 4.146) oldgu gorilmi ve
B>EN> o =n* en etkin parametre olargkparametresi belirlenstir. Ayni siralama
AG! . ozelligi icin incelendginde p>o (tablo 4.141),EY >0 (tablo 4.142)p > n*
(tablo 4.143),8> EV (tablo 4.144)B> n* (tablo 4.145),E' > n* (tablo 4.146)
oldugu gorulmigtir. Buna gore n-propanol vatinda AGY_; igin B> EY > a > n*

siralamasina gore en etkin parametreBinparametresi oldtu belirlenmitir.

Benzer siralama i-propanol vaiimda gerceklgirilip enzimin ke 6zelligi Gzerinde

solvatokromik parametrelerin etkisi incelegidide p>a (tablo 4.141),El> o (tablo
4.142), n* > o (tablo 4.143)B >E} (tablo 4.144)8> n* (tablo 4.145),E} > n*

(tablo 4.146) oldgu gorulmitir. Buna gore i-propanol vaginda kgicin en etkili

solvatokromik parametrenin belirlenmesi igin diizenleme yapnda;f >E} >n*>a
siralamasina gore i-propanol vamda ka Ozelligi icin en etkin parametrenifi

oldugu belirlenmitir. Ayni siralama V, icin yapildgindap>a (tablo 4.141),EY> o
(tablo 4.142)7* > o (tablo 4.143)B>EY (tablo 4.144)z* > B (tablo 4.145)x*> EV
(tablo 4.146) oldpu gorulm ve i-propanol varfiinda My icin n*>B>E} >a
siralamasina gore en etkili parametreninoldugu gortlmigtir. Benzer siralama

AG" icin yapildginda > (tablo 4.141),E}'> o (tablo 4.142), n*>0. (tablo 4.143),
B>EY (tablo 4.144)B> n* (tablo 4.145),EY > n* (tablo 4.146) oldgu gorilmi ve
B>EN> n*> o en etkin parametre olardkparametresi belirlensgtir. Ayni siralama
AG!_. ozelligi icin incelendginde p = o (tablo 4.141),EY>a (tablo 4.142)a*>a
(tablo 4.143)B>EY (tablo 4.144)p> n* (tablo 4.145),E} >nr* (tablo 4.146) oldgu
gorulmistur. i-propanol varfiinda AG,_; icinE}'>a ile B>E} siralamasip = o
esitli gi ile uyum iginde bulunmamaktadir. Bu yiizden i-propanol gartia AG} .

ozelligi igin B>E[ >r* siralamasi belirlenngive buna gore en etkin parametrefiin

parametresi oldiu gorualmigtar.
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Benzer siralama aprotik ¢oziculer igin de yapfimiAncak aprotik ¢oziculerde
degeri sifir oldgundan siralam@, EY , n* parametreleri arasinda gergegtigimi stir.
Buna gore N,N-DMF varginda k. 6zelligi icin B>EY (tablo 4.147)8>n* (tablo
4.149), n*>E)Y (tablo 4.151) siralamasi belirlenmive p>rn*>E} olarak
diizenlenerek N,N-DMF vaginda kg icin en etkin solvatokromik parametrerfin
oldugu belirlenmitir. Ayni siralama V, icin gergeklstirildi ginde; B>EY (tablo
4.147),B>n* (tablo 4.149)*> EY (tablo 4.151) siralamasi belirlenyvie B> EY >n*

olarak duzenlenerek N,N-DMF vatinda Vy, igin en etkin solvatokromik

parametrenirg oldugu belirlenmitir. Benzer siralama Kicin gerceklstirildi ginde;

B>EY (tablo 4.147)B>r* (tablo 4.149)x*> EY (tablo 4.151) siralamasi belirlengmi

ve B> n*>E! olarak duzenlenerek N,N-DMF vafinda tum kinetik parametreler
icin en etkin solvatokromik parametrenfholdugu belirlenmstir. Ayni siralama
enzimin termodinamik parametreleri icin gercetitéddi ginde; enziminAG” dzelligi
icin B>E} (tablo 4.148)p>n* (tablo 4.150),n*> E (tablo 4.152) ve> n*>E[
siralamasi,AG? . ozelligi icin B>E} (tablo 4.148),8>n* (tablo 4.150),n*> EY
(tablo 4.152) ve8> n*> E siralamasiAGe.s 6zelligi icin B>E} (tablo 4.148)B>n*
(tablo 4.150)7*> EY (tablo 4.152) ve8> n*>E} siralamasi belirlenmive enzimin

N,N-DMF varliginda termodinamik 6zellikleri icin en etkin parametrerfiroldugu

gozlenmitir.

1,4-dioksan varfiinda kq Ozelligi icin B>E (tablo 4.147),p>n* (tablo 4.149),
EY =n* (tablo 4.151) siralamasi belirlengnie B> E[ =n* olarak diizenlenngiVy, igin
B>EY (tablo 4.147)B>n* (tablo 4.149),E} > n* (tablo 4.151) siralamasi belirlengni
ve B>E} >n* olarak diizenlenngj Kr, igin; B>EY (tablo 4.147)B>n* (tablo 4.149),
EY> n* (tablo 4.151) siralamasi belirlengnie B>E} >n* olarak diizenlenerek 1,4-

dioksan varlginda tim kinetik parametreler icin en etkin solvatokromik

parametrenin B oldugu belirlenmgtir.  Ayni siralama enzimin termodinamik

parametreleri icin gercelgérildi ginde; enzimin AG* 6zelligi icin B>E} (tablo

289



4.148),B>r* (tablo 4.150),EY > n* (tablo 4.152) siralamasG}_, ozelligi icin
B>EY (tablo 4.148)B>n* (tablo 4.150),EY > n* (tablo 4.152) siralamasfGe.s
ozelligi icin B>E) (tablo 4.148),B>n* (tablo 4.150), E} > n* (tablo 4.152)
siralamasi belirlenrgive p>EY >n* olarak diizenlenerek 1,4-dioksan vanmhda tim

termodinamik parametreler icin en etkin solvatokromik parametr@nioldugu

belirlenmitir.

DMSO varlginda aktivasyon gozlengli konsantrasyonlari vaginda ks 6zelligi

icin p>EY (tablo 4.147),n*>B (tablo 4.149),n*>E} (tablo 4.151) siralamasi
belirlenmi ve n*>B>E} olarak duzenlenmgiVy, igin B>E) (tablo 4.147)x*>p
(tablo 4.149),7*>E} (tablo 4.151) siralamasi belirlenymiie n*>B>E} olarak
duzenlenmj, Ky, icin; B>EY (tablo 4.147)g*> (tablo 4.149)x*> E} (tablo 4.151)
siralamas! belirlenmgive n*>B>E} olarak dizenlenerek DMSO’nun aktivator gibi
davrandgl konsantrsayonlar vaginda tim kinetik parametreler igcin en etkin
solvatokromik parametrenint* oldugu belirlenmgtir. Ayni siralama enzimin
termodinamik parametreleri icin gercekldldi ginde; enziminAG” 6zelligi icin
B>E! (tablo 4.148)s* = B (tablo 4.150)x*> E} (tablo 4.152) siralamaspG}
ozelligi icin B>E) (tablo 4.148),n* > B (tablo 4.150),n*> E} (tablo 4.152)
siralamasiAGe.s 6zelligi igin B>E} (tablo 4.148)r* > B (tablo 4.150)x*> EY
(tablo 4.152) siralamas! yapiknve n*>B>E} olarak duzenlenerek DMSO’nun

aktivator gibi davrangg konsantrsayonlar vaginda tim kinetik parametreler icin

en etkin solvatokromik parametreniholdugu belirlenmitir.

DMSO’nun inhibisyon gozlendi konsantrasyonlari vaginda kg Ozelligi igin

B>EY (tablo 4.147)B>r* (tablo 4.149),E} > n* (tablo 4.151) siralamasi yapilgnre
B >EY > n* olarak dizenlenmi ko Ozelligi igin en etkili parametred olarak
belirlenmi, Vi, icin B>E} (tablo 4.147)7*>B (tablo 4.149)x*> EY (tablo 4.151)

siralamasi yapilrgi ve n*>B>EY olarak duzenlenmgi bu 6zellik icin en etkin
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parametrer* olarak belirlenmg, K, igin; EY > (tablo 4.147)B > n* (tablo 4.149),

EY> n* (tablo 4.151) siralamas! belirlengnve EY >p> n* olarak duzenlenerek
DMSO’nun inhibitor gibi davrangs konsantrsayonlar vaginda K, 6zelligi icin en
etkin solvatokromik parametreniB) oldugu belirlenmitir. Ayni siralama enzimin
termodinamik parametreleri icin gercekidldi ginde; enzimin AG" 6zelligi icin
B>EN (tablo 4.148),p > n* (tablo 4.150),7*>E! (tablo 4.152) vep>n*>E!
siralamasi,AG,_; o6zelligi icin B>E} (tablo 4.148),8 > n* (tablo 4.150),n*> EY
(tablo 4.152) ver* > B >E siralamasiAGe.s 6zelligi igin B>E} (tablo 4.148)8 >
m* (tablo 4.150),EY >n* (tablo 4.152) ve8 >E} >n* siralamasi yapilntir.

Benzer siralama asetonitril vainda gerceklgirilip enzimin k., 6zelligi Gzerinde
solvatokromik parametrelerin etkisi incelegidde p >a, EY> o, n* > o, B >EY,
m* > B, n* >E} (tablo 4.153) oldgu gorilm ven* > B >E} >a siralamasina gore
asetonitril varlginda k. 6zelligi icin en etkin parametrenud® oldugu belirlenmitir.
Ayni siralama V, igin yapildgindap >o, EY> o, n* > o, B >E}, n* > B, n* > E}
(tablo 4.153) oldpu gérulm ve n* > B >E} >0 siralamasina gore asetonitril
varliginda \p, 0zelligi icin en etkin parametrenin* oldugu belirlenmgtir. Benzer
siralamaAG” veAG! . icin yapildgindap >a, EN> o, n* >a, B>EY, n*>p , n*
>EY (tablo 4.154) oldgu gorulmi ven* > B >EY >a siralamasina gore asetonitril
varliginda termodinamik oOzellikler icin en etkin parametrensi oldugu
belirlenmistir. Ayni siralamaAGe.s icin yapildgindap >o, a > n*, EY > a, n* > B,
B>EY, n* >EY (tablo 4.154) oldgu gorulmitur. Siralamada* > EY, a > n*, n*
>EY siralamasi birbiri ile uyu géstermemektedir. Bu yiizden bu ¢ozucigmaid

enziminAGe.s degeri igin B >E >a siralamasi yapilngtir.

Organik c¢ozuculerin alkalen proteaz uzerindeki solvatokromik parametrelerinin
etkinlik sirasl Tablo 4.152'de Ozetlenyti.
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Tablo 4. 152: Organik ¢6ziicilerin alkalen proteaz tizerindeki solvatokromik parametrelerinin etkinlik sirasi

Solvatokromik parametrelerde etkinlik sirasi

Gozuicd Kcat Vi AG”* AGE . AGE.s
Metanol p>m*>Ef>a | B>m*>EY>a | B>n*>EY>a | B>n*> By >a -
Etanol EY >p>a>n* EY >p>a>n* B>EY=a>n* | B>E] > a>n* -
n-propanol B>EY >o>m* EY>B>a>n* | B>EY>a=n* | B> El>a>n* -
i-propanol B>EN>m*>a | w>B>El>a | BEN>m>a | BEENsar ! -
1,4-Dioksan B>Ey =n* B>E} >n* B>EL >n* B>Ey > p>E} >n*
N,N-DMF p>m*> EN p>m*> E" p>m*> EN p>mr>EY | pomt> EN
Asetonitril P>B>EY>o | w>B>EY>a | w>P>EY>a | w>B>EY>a |BSEY >a ?
DMSO(inhibisyon)| B>E} > n* *>B>El p>n*> EN B>m>E! p>El >n*
DMSO(aktivasyon) — n*>B>E; >p>EY =p>Ey *>B>El *>B>El

! Bakiniz sayfa 288
2 Bakiniz sayfa 291
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Tablo 4.152'nin incelemesinden monoalkollerin  enzimimizin kinetik ve

termodinamik dgerleri Gzerinde en etkin solvatokromik parametrelerin siragiyia

EY oldugu gorulmitur. B ¢6zticunln protein molekilleriyle (enzim ya da substrat)

hidrojen bgl olusturmada proton kabul edebilme yetgimén olgUsudur. EY ise

¢obzlcunun polaritesi ile ilgili olup protein molekdllerini tGzerindeki polar gruplar
Uzerinden c¢o6zebilme yetefidir. Monoalkoller enzim-substrat kompleksinin
tranzisyon hali Gzerindeki polar gruplarla hidrojengibalusturarak kompleksin

destabilizasyonuna neden olmaktadir.

Aktivator etki gosteren c¢ozucilerin (1,4-dioksan, N,N'-DMF, asetonitril, DMSO)
kinetik ve termodinamik dgerleri Uzerinde en etkin solvatokromik parametrelerin
sirasiylap ve n* oldugu gorulmigtiur. ©* organik ¢ozlcunin polarize olabilme
yetengidir. Aktivator etki yapan ¢ozuctler asetonitrilsohda aprotik ¢oztculerdir.
Dolayisiyla protein molekulleriyle hidrojen @a olusturmada proton verebilme
yetenekleri yoktur. Aktivator c¢oziculerin protein molekilleri ile stiuduklar
hidrojen bglari monoalkollerin aksine enzim-substrat kompleksi tranzisyon hali
Uzerinde stabilizasyona ve dolayisiyla katalitik aktivitenin artmasina yok@acmi
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5. SONUGLAR ve ONERILER

5.1 Sonuclar

Tez calgmamizda su ile kagabilen organik ¢éziciler olan —monoalkoller- metanol,
etanol, n-propanol, i-propanol —aprotik ¢dztculer- N,N'-DMF, 1,4-dioksan, DMSO
ve asetonitrilin Bacillus clausii GMBAE 42 alkalen proteazinin kinetik ve

termodinamik 6zellikleri Gzerine etkileri incelenytii.

Calismanin ilk gamasinda kullanilan organik ¢ozlculerin artan konsantrasyonlarinin
calisma pH’si1 olan pH 10.5 gerini desistirip degistirmedigine bakilmg ve calgilan

organik ¢o6zicl konsantrasyonlarinin gala pH’sini etkilemedikleri belirlenrtir.

Organik c¢o6zicu yoklgunda balangic hizi keullarinda enzimin Ik degeri
1.670.054 (mg/mL kazein), & deseri 84.64 (dak) olarak belirlenmitir. Sonraki
adimda enzim cozeltisi artan organik ¢oziuci konsantrasyonigimddl ve daha
sonra 6 kat seyreltildi durumda 30°C’de 120 dakikaatiimis inkiibasyon sonunda
enzim Uzerinde vyarattiklari inhibisyon etkisi incelegtini Inceleme sonucu
monoalkoller variginda 6 kat seyreltme yapildiktan sonra aktivitenin geri
kazaniimasindan dolayr enzim Uzerinde tersinir inhibisyon etkisstustiusu
belirlenmitir. Organik ¢dztculerin ¢alilan Ust sinir konsantrasyonlari substrat olan
kazeini ¢ozebilme konsantrasyonu olarak belirlegimiMetanol varlginda kazein
en fazla % 30 metanol konsantrasyonunda ¢6zingbilgh metanol igin ¢cakma
st sinir konsantrasyonu % 30, etanol i¢cin % 50, n-propanol icin % 30 ve i-propanol
icin % 35 olarak belirlenmgiir. Monoalkoller varlginda balangic hizi keularinda
enzimin K, ve V. deserleri ve organik ¢Ozuculerin enzim Uzerinde yarattiklarn
tersinir inhibisyon etkileri belirlenmgiir. Buna gore monoalkoller vaginda enzim
cOzeltisinin K, deseri desismemg V., deseri ise artan organik co6zlcu
konsantrasyonu ile azalgtwr. Lineweaver-Burk diyagramindan inhibisyon tipinin

non-kompetitif inhibisyon oldgu belirlenms, bu diyagramdan elde edilen intersept
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ve aimlerden yararlanilarak ikincil cizimlere gidilgtir. ikincil cizimlerin lineer
dogrular vermesi ile etanol, n-propanol ve i-propanol gambla gercek non-
kompetitif inhibisyon etkisi belirlenirken, metanol v&rhda ikincil cizimlerin
hiperboller olgturmasi ile Gc¢tincll cizimlere gidilgiive metanolin kismi non-

kompetitif inhibisyon etkisi yaps goralmistir.

Calisilan tim monoalkol konsantrasyonlarinda enzimin kinetik, (Km, Kea/Km) ve
termodinamik ~ AG", AG{,, AG.;) degerleri  hesaplanmgtir.  Calsilan
monoalkolerin artan konsantrasyonlarinda enzimip, K../Km parametrelerinin
azaldgl ve K, degerinin deismedigi gozlenmgtir. Termodinamik dgerlerden
AG. deseri artan monoalkol konsantrasyonundan etkilengemiG”, AG/ ;
degerleri ise artan monoalkol konsantrasyonu ilerdeal iliskili olarak artmstir.
Organik ¢ozicu vainda AG" ve AGE . degerlerinin artmasi organik gozuculerin
geck hali destabilizasyonu ile enzimatik katalizi yghatigini AG,  parametresinin

monoalkol konsantrasyonundan etkilenmemesi monoalkollerin enzim-substrat

etkilesmesini etkilemediinin termodinamik gostergesidir.

Calisilan monoalkol konsantrasyonlarinda, organik coziculer igcin makroskobik
fizikokimyasal Ozellik olan dielektrik sabiti ve organik ¢oOzicl hidrofobisitesi
hakkinda bilgi veren log P parametreleri hesaplanwe calgilan monoalkol
konsantrasyonlari ile gkili log P deserleri ile enzimin kinetik ve termodinamik

degerleri arasinda lineer gkiler gbzlenmigtir.

Monoalkollerin ~ mikroskobik  6zellik olarak tanimlanan  solvatokromik
parametrelerinin de enzimin kinetik ve termodinamik o6zellikleri tGzerine etkileri

incelenmgtir. Calisilan monoalkol konsantrasyonlari ile skKili solvatikromik
parametreler olaro, B, n* ve E)} parametreleri hesaplangnve g¢oklu lineer
regresyon denklemleri ile hangi solvatokromik parametrenin enzimin kinetik ve

termodinamik 6zellikleri Gzerinde daha fazla etkisi @dupelirlenmgtir. Buna gore

monoalkollerin enzimimizin kinetik ve termodinamik ggegleri Uzerinde en etkin

solvatokromik parametrelerin sirasifae E} oldugu gortlmitar.
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Aprotik ¢ozuculer varginda ise N,N'-DMF ve 1,4-dioksanin artan konsantrasyonlari
varliginda enzimin aktivasyonagradigl gozlenmgtir. N,N'-DMF varliginda %60
konsantrasyona 1,4-dioksan vgmida ise en fazla %40 konsantrasyona kadar
ctkilmistir, DMSO varlginda ise %50 konsantrasyona kadar cilgln820
konsantrasyona kadar enzim (zerinde aktivasyon etkisi, daha yuksek
konsantrsayonlarda ise enzim (zerinde inhibisyon etkisi gogtegdzlenmitir.
N,N'-DMF, 1,4-dioksan ve DMSO’nun %20 konsantrasyonuna kadar enzim tzerinde
aktivasyon etkisi goézlenginden bu co6zlculer vaginda aktivasyon Kinedi
calsilmigtir. Calsilan aprotik ¢6zicl konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk
diyagramlari ve bu diyagramlardan elde edilen veriler yardimi ile gizilen ikincil ve
dcuncul grafiklerden bu ¢ozucilerin enzim tzerinde zorunlu olmayan (non-essential)
aktivator etkisi olgturdusu gozlenmgtir. Aktivasyonun gozlengi aprotik
coziculerin cakilan konsantrasyonlarinda enzimin kinetik parametreleri olanek
keafKm dogrusal olarak artmgiK, degeri ise dgrusal olarak azalmgtir. K, degerinin

artan aprotik ¢c6zuci konsantrasyonlari ile azalmasi bu ¢oztcilerin enzimin substrata
olan afinitesini arttirdiini kea ve koK deerlerinin artmasi ise bu ¢oziculer
varhiginda enzimin Kkatalitik performansini arttgdhi gostermektedir. Enzimin
termodinamik dgerleri de artan aprotik ¢6zlcu konsantrasyonlarinda lineer olarak
azalmstir. Bu durum aprotik ¢ozucilerin gechali stabilizasyonu ile enzimatik

katalizi hizlandirdiini géstermektedir.

Aprotik ¢cozuculerin cafilan konsantrasyonlar ile gkili log P ve dielektrik sabiti
degerleri de hesaplanmive bu dgerler ile enzimin kinetik ve termodinamik

degerleri arasinda lineer gkiler belirlenmitir.

Aktivator etki gosteren aprotik c¢oziculerin  gdAn konsantrasyonlardaki
solvatokromik parametrelerinin enzimin kinetik ve termodinamik 6zellikleri Gzerine
etkileri incelendginde en etkin solvatokromik parametrelerin sirasijlave *

oldugu gorulmitar .
DMSO'nun % 20 konsantrasyonu Uzerinde enzim Uzerinde inhibitor etki

olusturmasindan dolayr % 30-45 konsantrasyonlari arasinda inhibisyongikineti

calsilmis ve DMSO’nun enzim Uzerinde gercek un-kompetitif tipi inhibisyon
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olusturdusu goralmigtir. DMSO’nun inhibisyon etki gosteggikonsantrasyonlar ile
enzimin kinetik ve termodinamik derleri arasinda da lineerskiler gozlenmgtir.
Artan DMSO konsantrasyonu ile enzimigkKn, KeafKm dederleri azalmgtir. Koo ve

kcafKm degerlerinin azalmasi bu ¢6zicu vgrhda enzimin katalitik performansinin
azaldgini  gostermektedir. Artan DMSO konsantrasyonu ilkG* ve AGY .

degerlerinin artmasi ise enzimatik katalizin bu konsantrsayonlarda gualdi
termodinamik gostergesidir.

DMSO’nun inhibitor etki gosterdi konsantrasyonlar ile gkili log P ve dielektrik
sabitleri dgerleri hesaplanmgive bu dgerler ile enzimin kinetik ve termodinamik

degerleri arasinda lineer gkiler gbzlenmgtir.

Asetonitril aprotik ¢ozicl olmagindan ve asetonitril vaginda aktivasyon
gozlendginden bu ¢ézuci ayr gerlendirilmistir. Asetonitril varlginda calgilan st
sinir konsantrasyonu % 60 olarak belirlepwe % 30 asetonitril konsantrasyonuna
kadar enzim bu ¢ozucuden etkilenmgimi Ancak % 30 konsantrasyon uzerinde
enzim Uzerinde aktivasyon etkisi gozlestini Asetnitrilin artan konsantrasyonlari
varliginda Lineweaver-Burk diyagrami cizifdinde elde edilen grafik zorunlu
olmayan aktivasyon modeline uygun olmakla birlikte ikincil ve tguncul gizimlere
gidildiginde modele uygun grafikler elde edilemgme zorunlu olmayan aktivasyon
kinetigi modeline oturtulamarngtir. Ancak asetonitirilin artan konsantrsayonlarina
karsi enzimin kinetik dgerleri isaretlendginde lineer olarak artan goular elde
edilmesi katalitik performansin agitni, termodinamik parametrelerin ise gdosal
olarak azalmasi asetonitril vatinda katalizin hizlang@ini gostermektedir.

Asetonitirilin artan konsantrasyonlar ileshili log P ve dielektrik sabitleri deerleri

hesaplanngi ve bu dgerler ile enzimin kinetik ve termodinamik gkxleri arasinda
lineer iliskiler gozlenmgtir.  Asetonitrilin  calgilan  konsantrasyonlardaki
solvatokromik parametreleri hesaplagnae kinetik ve termodinamik 6zellikler igin

en etkin parametrenie oldugu belirlenmgtir.

297



5.2 Oneriler

Tez calgmamizda kullanilan alkalen proteaz enziminin su ileskailen organik
coziict ortaminda ciddi aktivite kaybingramadg gorulmitir. ileride yapilacak

potansiyel cabmalar gagida 6zetlennsir:

. Kazein ya da farkll substratlar vapinda su ile kasmayan organik
cozlculerin enzimin kinetik ve termodinamik 6zelliklerine etkisi
. Su ile kargabilen ya da kagamayan ¢oziculler vaginda alkalen proteazin

biyosentetik kataliz (peptid sentezi gibi) giiciiniin incelenmesi

. Enzimin pH’ya b@imli kinetiginin detayli cakilmasi
. Organik ¢6zlcu ortaminda enzimin termal kargnmin incelenmesi
. Enzim ylzeyindeki yuk ygunlugunu deistirecek bazi kimyasal

modifikasyonlarla kararh@in gelstiriimesi
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