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Kd Sabit ve hareketli fazlar arasindaki dagilim katsayisi
Qf Kuantum verimi

F(t) Floresans siddeti

la Absorbsiyon siddeti

So Temel hal

S1 Uyarilmis singlet hal

S Saniye

T Triplet hal

Vo Kolon icinde Jel dolguyu saran bosluk hacmi
VR Alikonma hacmi

Vg Jel kutlesi hacmi

Vi Toplam jel gbzenek hacmi

Vit Toplam kolon hacmi

T Floresans dmur

ai On Ustel faktor

PM-BSA N-(1-Pirenil)maleimid-Sigir Serum Albumin
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Asp
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Cys
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UV-Vis

Atomik kitle birimi

Asparajin amino asidi

Sigir serum albumin (Bovine Serum Albumine)

Sistein amino grup asidi

Dalton

Dizeltme faktoru

Dimetil stlfoksit

Eksponansiyel Seriler Yontemi (Exponential Series Method)
Lizin amino asidi

Nanosaniye

Fosfat tamponu (Phosphate buffer solution)
N-(1-Pirenil)maleimid

Morotesi-Goriniir Bolge Isimalari (Ultraviolet-Visible)
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OZET

FLORESANS OMUR DAGILIMI KULLANILARAK POLIAKRILIiK ASIT-
TRiPSIN KONJUGATI VE SERBEST TRiPSiNiN PROTEOLITIK
AKTIVITESINDEKI DEGISIMLERIN INCELENMESi

Ummuigiilsiim POLAT

Kimya Anabilim Dal

Yuksek Lisans Tezi
Tez Danismani: Prof. Dr. Emine KARAKUS

Proteinlerin polimer konjugatlari, kararliliklarini arttirmak ve uygulama alanlarini
genisletmek icin sentezlenir. Amino, hidroksil, karboksil, fenol vb. gruplari iceren bir dizi
fonksiyonel grup enzimlerin kovalent konjugasyonu igin kullanilir. Enzimleri sabitlemek
icin sentetik organik polimerler, biyopolimerler, hidrojeller, inorganik destekler ve akilli
polimerler de dahil olmak lzere bir¢ok malzeme kullanilir ve bu uygulamalar sonucu iyi
aktivite tutma ve gelismis termo kararllik siklikla gézlemlenir. Baglanacak polimerin
kimyasal bilesimi ve fiziksel yapisi immobilize edilecek biyomakromolekilin mikro
ortamini ve dolayisiyla biyolojik 6zelliklerini etkiler.

Floresans omir dagihm profilleri, polimerler ile konjugasyon sonucu enzim
aktivitesindeki degisiklikleri izlemek icin kullanilabilir. Proteinlerin farkh bdlgelerinde
gomulu olan floresan gruplar farkh kimyasal ortamlara sahiptirler ve yapilarinda yer
aldiklari proteine 6zgiin olarak g¢esitlenen floresans 6miur dagilim profilleri sergilerler. Bu
dagilimlarin, proteazlarin serbest halleri ve polimer konjugatlari etkisinde gosterecegi
degisimler arasindaki farkliliklar, protein substratin hidroliz slireci ve sentezlenen
“Polimer-Proteaz” konjugatinin aktivitesi ve kararlihgl hakkinda faydali bilgiler
saglayabilir. Proteinlerin denatlirasyonuna son derece duyarli olan eksimerlerle
modifiye edilmis protein substratlardan elde edilen floresans 6miir dagihm profilleri,
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proteazlarin serbest halleri ile polimer konjugatlari arasindaki proteolitik farkliliklari gok
daha hassas olarak belirlemede kullanilabilir.

Bu calismamizda; Tripsin enziminin serbest hali ile Poliakrilik asit konjugatinin (PAA-
Tripsin) proteolitik aktiviteleri arasindaki farkliliklar, bazik pH’da (pH:9) “N-(1-
Pirenil)maleimid; (PM)” ile modifiye edilerek 464 nm civarinda maximum eksimer
emisyonu sergileme vyetenegi kazandirilmis “Sigir Serum AlbUmin (Bovine Serum
Albumin; BSA)”inin  floresans omir  dagilimlarindaki  degisimlerle incelendi.
Konjugasyonun tripsin aktivitesinde 6énemli derecede azalmaya neden olmasi sonucu
floresans spektrumunda eksimer emisyonunda dikkate deger bir degisim
gozlemlenemedi; ancak, floresans d6mir dagilimlarinda buyuk degisimler elde edildi. Bu
sonuglar, floresans omir dagilimi analizinin; proteazlarin hidrolitik aktivitelerinin
farkhliklarina gore belirlenmesinde ve birbirlerinden ayristiriimalarinda son derece
hassas bir yontem olarak kullanilabilecegini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Floresans dmir dagilimi, N-(1-Pirenil)maleimid, eksimer, sigir serum
alblmin, tripsin
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF CHANGES IN THE PROTEOLYTIC ACTIVITY OF
POLYACRYLIC ACID- TRYPSIN CONJUGATE AND FREE TRYPSIN USING
FLUORESANS LIFE DISTRIBUTION

Ummigiilsiim POLAT

Department of Chemistry

MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Emine KARAKUS

Polymer conjugates of proteins are synthesized to increase their stability and expand
their application area. A range of functional groups, which can be used in the covalent
conjugation of enzymes, including amino, hydroxyl, carboxyl and phenolic groups. There
are many materials, including synthetic organic polymers, biopolymers, hydrogels,
inorganic supports, and smart polymers, to be used to immobilize enzymes, and good
activity retention, and enhanced thermo-stability are often observed. The physical
structure and chemical composition of support can also influence the microenvironment
of the immobilized species and consequently their biological properties. Fluorescence
lifetime distributions may be useful tool to monitor the changes of enzyme activity by
the conjugation with polymers. Fluorescent groups embedded in different regions of
proteins have different chemical environments and exhibit varying fluorescence lifetime
profiles specific to the protein they are involved in. The differences of the changes of
the distributions by free and conjugated protease activity may provide useful
information about the hydrolysis process of the protein substrate and the activity and
stability of “Polymer-Protase” conjugate.
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Fluorescence lifetime distribution profiles obtained from protein substrates modified
with excimers that are extremely sensitive to protein denaturation can be used to more
precisely determine the proteolytic differences between the free natural states of
proteases and polymer conjugates of proteases.

In this study; the differences between the proteolytic activities of free trypsin enzyme
and polyacrylic acid conjugated typsin (PAA-Tripsin) were examined with the
fluorescence lifetime distribution changes of Bovine Serum Albumin (BSA), which was
gained the ability to exhibit excimer emission around the maximum 464 nm, by
modifying with N-(1-Pyrenyl) maleimide (PM) at basic pH (pH 9). Because the
conjugation reaction caused decreasing in enzyme activity, a significant change in
excimer emission could not be observed in the resultant fluorescence spectrum,
however, large changes in fluorescence lifetime distributions were obtained. These
results showed that the analysis of fluorescence lifetime distribution can be used as an
extremely sensitive method for determination and distinguishing of proteases from
each other, according to the differences of their hydrolytic activities.

Keywords: Fluorescence lifetime distribution, N-(1-pyrenyl)maleimide, excimer, bovine
serum albumin, trypsin
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

1950’lerin 6ncesinden baslayarak, biyolojik olarak aktif molekiller isaretlenerek
kantitatif veya kalitatif tayin amach kullanilmiglardir. 1960 yilindan itibaren de radyoaktif
madde kullanarak antikor ya da antijenler isaretlenerek imminolojik kitler
gelistirilmistir. Daha sonra enzim ve floresan madde isaretli biyomolekillerin
kullanilmasi popiilarite kazanmistir ve klinik tani kitleri gelistirmek icin kullaniimistir. Bu
gelismelerde cesitli floresan isaretleyiciler kullanilmistir. Yiksek hassasiyetli klinik tani
kitlerinin gelistirilmesinde uzun 6mdrli floresan maddelerin isaretleme isleminde
kullanilmasi ve zaman ayrimli floresans (time-resolved florescence) cihazi ile analiz
yapmaya olanak saglamasinin énemli bir rolii olmustur. Floresans spektroskopisi bircok
biyomolekilin yapisini aydinlatarak girdigi reaksiyonlarda takibinin kolaylastiriimasi ile
biyokimyasal arastirmalarda siklikla kullaniimaktadir. Zaman ayrimli floresans teknigi ise
emisyon bozunum profilleri ve zamani dikkate alan spektrumlarin gézlemlenmesine
olanak tanimaktadir. Bu sebeple floresans omrii hesaplanabilir ve molekiller arasi

etkilesimler, ¢ozlicu etkileri gézlemlenebilir [1-6].

Substratlar (zerindeki enzimatik aktivitenin florometrik yontemlerle belirlenmesi;
substratlarin dogal yapisinda bulunan veya substrat yapisina ilave edilen floresan
molekillerin enzimatik faaliyetler sonucu floresans 6zelliklerindeki degisimlerinden elde
edilen fotofiziksel verilerin degerlendirilmesiyle saglanir. Floresan maddenin emisyon

siddetindeki artma, azalma, floresans emisyonunun bozunmasi, emisyon spektrumunda



maksimum emisyon dalga boyundaki degisimler, floresans bozunumun zamana gore

degisimi ve floresans 6mrin degisimi florometrik verileri olusturur [1-6].

Proteolitik enzimleri ve inhibitorleri canli organizma metabolizmasinda hayati éneme
sahiptir. Bu dnemli metabolik olaylarin bazilari; hiicre dénglisiiniin kontroli, hiicrenin
bliyimesi ve farklilasmasi, gen anlatimi, enzim modifikasyonu, immiin reaksiyonlar,

doku bicimlendirme ve apoptosis gibi metabolik aktivitelerdir [7, 8, 9].

Piren  tiurevleri  biyomolekillerin  biyokimyasal  fonksiyonlarindaki  degisim
parametrelerini belirlemede ve izlemede floresan 6zellik olarak kullanilir. Gézlemlenen
bu parametreler; biyomolekillerin fonksiyonel grup miktari [1], membran gecirgenligi
[2], [10], [11], enzim kinetigi [12], konformasyonel degisimler [13], [14], alt birimler arasi
etkilesimler [15] ve alt birimlerin islevleridir. Ornek vermek gerekirse, pirenin maleimid
tirevi notral pH seviyesindeki reaksiyon kosullari altinda serbest silfhidril (-SH)
gruplarinin segimli isaretlenmesinde floresan etiket olarak kullanilir [1]. Floresans 6l¢im
yontemleri ile enzim etkisi sonucu substrat dinamigindeki ufak degisimler duyarh olarak
saptanabilmektedir. Protein-protein, polimer-protein, kii¢lik molekil-protein gibi iki
biyomolekilin baglanarak konjugasyon yapmasi bikonjugasyon olarak tanimlanir ve
bikoyonjugasyon karbonhidratlar, proteinler, peptidler, enzimler, antikorlar, nikleik
asitler ve oligonikleotidler gibi biyomolekillere sentetik etiketler (izotop etiketler,
floresan boyalar, afinite etiketleri, biyotin) eklenmesini de kapsar [16]. Protein-polimer
konjugatlari biyohibrid materyallerdir ve her iki birlesenin ayri ayri avantajlarindan
yararlanilacagi gibi bu bilesenlerin ayri kullanilmasinin getirdigi dezavantajlari da
Oonlemektedir. Mesela, proteinler polimerlerle konjugat formundayken daha yiksek
kimyasal ve termal kararhlik ortaya cikarabilmektedirler. Konjugasyonun bitin bu
avantajlarina karsin baglanma bolgelerine, katalitik merkezleri kapatarak veya baglanma
icin gerekli aminoasit rezidilerini kullanarak ortaya cikabilecek yanlis bir baglanma,
proteinin biyoaktivitesini dislirebilir veya inaktif olmasina sebep olabilir. Bu noktada

dogru konjugasyon metodu ve uygun polimer secimi cok dnemlidir [18], [17].

1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasinin amaci, serin proteazlar sinifindan olan sindirim enzimi tripsinin

serbest halde ve yiiksek molekiler agirlikli poliakrilikasit (PAA) ile biyokonjugasyon
2



formunda N-(1-pirenil)maleimid ile modifiye edilmis BSA (PM-BSA) {zerindeki
proteolitik etkilerinin farkhligini  floresans oOmir dagilimlarindaki degisimlerle

gostermektir.

1.3 Hipotez

1911 yilinda biyomolekillerin polimerlerle konjugasyonu biyomolekiillerin etrafinda
yeni bir kimyasal form olusturur. Bu yeni yapi ile; ¢6zlicii kabinin tahrip edici etkilerine
ve enzimatik bozunmaya karsi daha kararli olmayr amaglamaktadir. Bu bilgiyle
biyomolekdillerin konjugasyonlari Uzerine daha genis ¢aph arastirmalar yapilmasi

gereksinim haline gelmistir.

Proteazlarin dogal substratlari olan proteinlerin karmasik tg¢ boyutlu yapilari, iginde
bulunduklari ¢éztici ile etkilesim dereceleri farkli kimyasal bolgeler icerir. Bu bolgelerde
Ozel gruplara uygun reaksiyonlarla baglanabilen floresan molekdiller birbirlerinden farkh
floresans 6mir dagilim spektrumlari sergiler [2]. Bu floresans 6miir gesitliliginde, protein

substrata 6zgl bir floresans 6mir dagilimi olusturur.

Floresans omir dagilimlari; polimerlerle konjuge olmus biyomolekillerin enzim
aktivitesindeki degisimlerin izlenmesinde faydali bir ara¢ olabilmektedir. Proteinlerin
farkl bolgelerinde gomili floroforlar farkli kimyasal cevrelere sahiptir ve spesifik bir
floresans omir dagilm profili olusturup daha sonra belirli siirelerde degisebilen
floresans omiirlerini gosterir. Proteolitik enzim (proteaz) aktivitesi tarafindan dagilim
degisimleri protein substratinin hidroliz siireci hakkinda faydal bir bilgi saglamaktadir.
Hidroliz floroforlari ¢ézlicliye daha fazla maruz birakir ve daha kisa bolgede 6mir dagilim
kaymasi yapar. Bu mekanizmayi kullanarak, serbest tripsinin ve biyokonjuge “PAA-
Tripsin” in proteolitik enzim aktiviteleri arasindaki farklar, eger iki hidrolizattan biri
peptid icerigi olarak floresans émiir farkliliklarina sebep olan floroforlarin civarinda farkh
kimyasal cevreler olusturan bir digerinden dnemli Olclide farklilik gdsteriyorsa tripsinin
iki formu ile Uretilen PM-BSA proteolitik hidrolizatlarin émir dagilimlari arasindaki fark

ile gosterilebilirler.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1 Enzimlerin Yapisal Birimleri

Enzimler; protein vyapili biyokatalizérlerdir. Bu sebeple enzimlerin yapisini ve
fonksiyonlarini anlamak icin protein yapisini ve proteinleri olusturan aminoasitlerin
yapisini ve ayni zamanda aminoasit birimlerinin digerleriyle yaptigi 6zel baglanmalarin
aciklanmasi gereklidir. Clinkii amino grup asitlerin her biri hiicrede farkli ve 6nemli

fonksiyonu olan yapitasi molekiillerdir (Sekil 2,1).

Protein
Davraniglar  gentezi  Hiicre Sinyalizasyonu

Stres Cevabi pH Dengesi
Emzirme \ / Istah Kontrolii

Ureme vucuz Kompozisyonu

Metamorfoz \ Am'no . Kan Dolagimi
Derive Sa; Rengl ~<— —- Buyume Gehsme

Metabolik Dizenleme / ASItIer

Amonyaktan Arinma / \ Enerji Kaynag
Hormon Sentezi Bagisiklik Sistemi
Hicre igi Basincin
Protein Yikim DNARNA Ayarlanmas

Anti-Oksidan Savunma

Sentezi

Sekil 2.1 Aminoasitlerin hiicresel fonksiyonlari



2.2 Aminoasidler ve peptid bagi

Proteinlerin yapitasi olan aminoasitler, merkez alfa karbon atomuna (C-a) bagli amino
grubu (-NHy), karboksilik asit (-COOH) gruplarinin ve bir radikal (-R) grubun

baglanmasiyla olusan protein monomerleridir (Sekil 2.2).

Polipeptid zinciri

o : oo, JorTH
A
- T——— g ﬂl
= . Y amincasitlier
& Cog ot

Sekil 2.2 Aminoasitlerin genel yapisi

Dogada genel olarak 300 tane aminoasit vardir, fakat bunlardan 20 tanesi proteinlerin
yapisinda bulunmaktadir (Sekil 2.3). Hemen hemen bitin aminoasitler D ve L-a-
aminoasitleri formlari olmak Uzere iki formda bulunabilmektedir fakat glisin (R)
grubunda —H bulundurmasi sebebiyle istisna olusturmaktadir. Proteinlerin yapisinda
bulunabilen bu aminoasitler L-a-aminasitleri olarak isimlendirilirler. Yirmi dogal L-a-
aminasitlerinin yapilari (R) gruplarinin polarite farkhliklari ile gesitlilik gosterirler.
Peptidlerin yapisindaki aminoasitlerin gésteriminde aminoasitler ¢ harf ve tek harf

kisaltmalariyla sembollestirilirler [20].
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Sekil 2.3 Proteinlerin yapisini olugturan 20 L-a-aminoasit

L-a-aminoasitleri bir dipeptit formu olusturabilmek icin bir molekil su agiga ¢ikarmasiyla
peptid baglarini olusturarak aminoasitlerin a-karboksil grubu ve a-amino grubunun

kondenzasyon reaksiyonu ile birbirleri arasinda bag yaparlar (Sekil 2.4, Sekil 2.5)
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Amino NH2—C —C —NH
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L1 CH3
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dipeptid molekiil
Sekil 2.4 iki aminoasidin peptid bagi olusturmasi Sekil 2.5 Amid genel yapisi

Pepditlerdeki CN ve CO tek baglarin ve C = N, C = O cift baglarin bag uzunlugu ile kigik
peptitler (zerinde X-ray kristalografi calismalari C-N ve C-O vyapilarini acgiga
cikarmaktadir. Peptid bag uzunlugu dagilimi Cizelge 2.1’de goziiktligl tizere 60% C = O
ve 40% C = N dir [21].

Cizelge 2.1 Karbon-oksijen ve karbon-azot bag uzunluklari [21]

BAG TiPi BAG UZUNLUGU (R)
C-0 1.27
c=0 1.22
C=0(Peptid) 1.24
C-N 1.45
C=N 1.25
C=N(Peptid) 1.32

40% oraninda peptit bagina C-N ¢ift bag formunun olusturdugu kararhlik, peptit baginin
rotasyon yapmasini engeller. Bu sebeple peptit biriminde alti atom merkeze peptit
ylizeyini getirerek ylizeylerin diizlemsel dizilisini olusturur. Bu diizlemsel yapilar peptitin

kendini adapte edebildigi konfiglirasyonlarin sayisi ile sinirlidir.



Peptid baglari rezonans yapilari dolayisiyla cift bag karakterine sahip olur ve bu cift bag
kovalent yapidaki tekli bagdan daha kuvvetlidir. Peptit dizleminin iki stereoizomeri
karbonil oksijen ve azot protonunun lokasyonuna bagli olarak olusturulurlar: cis
stereoizomer, gruplar C-N baginin ayni tarafinda konumlasmis ise, trans stereoizomer
ise gruplar C-N baginin karsi taraflarinda konumlandiginda olusur. Bununla birlikte, cis
stereoizomer yapisindaki aminoasitlerin yan zincirlerinin yapisal konumu bitiin dogal
peptidlerin cis yapisindan daha uygun oldugu icin trans stereoizomer olarak

sentezlenmesini saglar (Sekil 2.6).

CIiS trans

Sekil 2.6 Peptid bagindaki cis ve trans konfiglirasyonlari

Polipeptid zincirindeki aminoasitlerin dizilisleri, protein yapisindaki toplam aminoasit
sayisi ve karbohidrat ve lipit gibi protein olmayan biyomolekiilleriyle kompleks
olusturabilmesi 6zellikleri ile bir protein molekilliniin digerinden farkli olmasina sebep

olur [21].

2.3 Proteinlerin Yapisal Ozellikleri

Peptidlerin biyolojik sistemlerdeki saperonlar araciligiyla katlanmasi sonucu proteinler
olusmaktadir. Her protein molekiliniin dogal durumdayken karakteristik t¢ boyutlu
forma sahip olmasina protein konformasyonu denir. Proteinlerin konformasyonu,
aminoasidlerin dizilimi sirasinda karsilikli iliskilerine bagh olarak doért farkli yapi ile ifade

edilir. Bunlar; birincil, ikincil, Gglinctl ve dordiincul yapilardir [22].



2.3.1 Birincil (Primer) Protein Yapisi

Bir proteinin yapisi ve reaktivitesi zincirdeki aminoasitlerin sirasina bagli olarak ve
polipeptit zincirini olusturan aminoasitlerin belirlenmesi ile tanimlanir. Birincil yap;
amino asitlerin peptit baglariyla birbirlerine baglanmasi sonucu olusturduklari diiz
zincirli yapidir [23]. Genel yapi, dizinin sol taraftaki N-ucundan baslayarak yazilir (Sekil
2.7).

NH;—CH

Peptid Bazx
Sekil 2.7 Birincil protein yapisi [21]

Polipeptit zincirindeki aminoasitlerin dizilislerinin sirasi DNA yapisindaki genetik koda
gore belirlenir. Bu genetik kodda meydana gelebilecek herhangi bir degisiklik,
proteindeki aminoasitlerin dizilisindeki degisime yol acar. Bir protein dizisinde, bir
aminoasitte degisiklik olsa bile proteinin yapisi ve fonksiyonu lzerine etki gosterebilir

[21].

2.3.2 ikincil (Sekonder) Protein Yapisi

Proteinler iki tip ikincil yapi gosterirler. Bunlar; "a-heliks" ve “B-katlanmis tabaka”
yapilaridir. Eger; ayni polipeptid zinciri Gizerinde hidrojen baglari olusursa a-heliks, farkli
polipeptid zinciri Gzerinde hidrojen baglari olusursa B-katlanmis tabaka yapisi meydana
gelir [24]. Herhangi bir proteinin konformasyonunda bu her iki yapi da biyik bir 5Sneme

sahiptir.

2.3.2.1 a-Heliks Yapisi

Sag elin kivrilmasiyla meydana gelen a-heliks sekonder yapi; (C=0) grubunun oksijeni ve
(N-H) grubunun hidrojeni arasinda uzanan hidrojen baglari ile olusan kivrimlarin yapinin

kararhligini saglamasiyla olusur. a-heliks yapinin her déngilisii 3-6 amino asit icerir ve



kivrimlar arasi mesafe yaklasik 0,54 nm’dir. Her bir rezidi igin yatay uzunluk ve dikey

uzunluk orani 0,15 nm/rezidi‘dir (0,54nm/3,6 rezidd) (Sekil 2.8) [20].

amino asid
yan zincir

(A) (B)

Sekil 2.8 a-heliks yapisi

2.3.2.2 B-Katlanmis Tabaka Yapisi

Yan yana paralel olarak iki veya daha fazla polipeptid zinciri katmanlari karsilikli —NH ve
—CO gruplari arasinda kurulan hidrojen baglari ile bir araya gelerek B-katlanmis tabaka
yapisini olusturur. Komsu zincirlerin —NH ve —CO gruplari arasinda olusan hidrojen
baglari yapiya kararlilik kazandirir [20]. Eger yanyana gelen polipeptid zincirlerinin —NH
veya —CO uglari ayni ydonde uzanmis ise; B-katlanmis tabaka yapisi paraleldir (Sekil 2.9),

ya da zit yonli uzaniyorsa anti-paralel B-katlanmis tabaka yapisi olusur (Sekil 2.10) .

Sekil 2.9 Paralel B-katlanmis tabakalarin yapisi
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Sekil 2.10 Antiparalel B-katlanmis tabakalarin yapisi

2.3.2.3 Ugiinciil (Tersiyer) Protein Yapisi

Polipeptid zincirinde bulunan aminoasitlerin yapisinda bulunan R gruplari birbirleri ile
etkilesir ve bu etkilesim sonucu proteinin yapisinda katlanma ve kivrilmalar meydana

gelmektedir (Sekil 2.11).

Sekil 2.11 Bir polipeptidin tglincil yapida katlanmasi

Bu 6zel yapili proteinin ic boyutlu yapisinda kararlihigini arttiran cesitli R gruplarinin
kendi aralarinda van der waals kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler, iyonik baglar, kovalent
baglar (distlfit koprileri) ve hidrojen baglariyla etlkilesmeler mevcuttur. Her proteinin
Uglincul yapisi kendine 6zglidiir; bu 6zellik proteinlerin organizmadaki islevlerine de

Ozgunlik getirir yani belli islevlere spesifik fonksiyon kazanir [20].
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2.3.2.4 Dordiinciil (Kuaterner) Protein Yapisi

Proteinlerin dordincil yapisi; birden fazla katlanmis durumdaki polipeptid zincirlerinin
kovalent baglar, iyonik baglar, van der waals kuvvetleri ve hidrofobik etkilesimlerle bir
araya gelerek olusturduklari yapilardir. Dordiincil yapidaki herbir polipeptid zincirine alt
birim (subunit) denir. Alt birimlerin konumlarinin farkhlagsmasiyla ortaya iki yapi

meydana gelir. Bu protein yapilari; fibroz ve globiler proteinlerdir (Sekil 2.12, 2.13).

Sekil 2.12 Globiler proteinler  Sekil 2.13 Fibréz proteinler

Proteinin alt birimleri birbirlerinden ayrildiginda proteinin fonksiyonu kaybolur. Alt
birimler arasindaki hidrojen baglari, tuz képrisi formasyonu ve hidrofobik etkilesimler
gibi kovalent olmayan kuvvetler protein yapisinin bittninde kararliliga yardimci olur.
Kuaterner yapiya ornek vermek gerekirse: kaslara akcigerlerden oksijen tasiyan
hemoglobin protein molekdlidiar [20]. Proteinlerin dort yapisi  (Sekil 2.14)'de

gosterilmistir.
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Amino
asitler

Primer Protein

Yapisi
N 28
4 .
Sekonder Protein
Yapisi
N S
a4 N\
Tersiyer Protein
Yapisi
S J

Kuaterner Protein
Yapisi

Sekil 2.14 Protein yapisinin dort sekli [26]

2.4 Enzim Yapisi ve Katalitik Etki

Biyokimyasal reaksiyonlari katalizleyen (¢ boyutlu 6zellesmis protein yapili molekiillere
enzim denir. Enzimlerin katalizledigi maddelere substrat adi verilir. Enzimin substrati
bagladigl kismina enzimin aktif bolgesi denir. Enzimatik reaksiyonlarin hizindaki artisi
anlayabilmek icin aktif bolgenin yapisini ve bu bdlgenin substrat ile reaksiyonunun
incelenmesine ihtiyag vardir. Bunun yaninda, ayrica enzimin lg¢ boyutlu dogasi bir bitin
olarak katalitik aktivitesi ve substrat spesifisitesi tarafindan etkilenir. Enzimler aktif
bolgenin spesifik yapiya sahip olmasindan dolay;; hem reaksiyon tiplerine hem de
substratlara 6zgu segiciligi olan ¢ok spesifik katalizorlerdir. Substrat sayisi bir enzim icin
bir veya birkac tane olabilir. Enzimlerin substrat seciciligi aktif bolgenin yapisi ile ilgilidir.
Aktif bolgenin geometrisi cogunlukla asimetrik bir oyuk veya cep seklinde olup substratin
U¢ boyutlu yapisinin aktif bolgeye spesifik bir sekilde yerlesmesini kolaylastirir (Sekil
2.15) [20].
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Sekil 2.15 Aktif merkez ve substrat arasinda ¢ uclu baglanmanin dizlemsel
gosterimi

Sekil 2.12’de atom 1 ve 4 6zdestir, atom 2 ve 3 enzim Uzerindeki tamamlayici bolgelere
baghdir, yalnizca atom 1 bag yapabilir. Boylece digerlerinden stereospesifik olarak ayirt

edebilmek icin enzim 6zdes atomlarin baglanmasina izin vermektedir [19].

Enzim ve substratin aktif bélgeye baglanma uyumunu ve kataliz mekanizmalarini
aciklayabilmek igin ileri striilen bes model bulunmaktadir (Sekil 2.19). 1894’te Fischer
Anahtar-Kilit modeli olarak bildigimiz; enzim fonksiyonunu aciklayan ilk modelde

enzimin aktif bolgesi substrat ile uyumluluk gosterir (Sekil 2.16).

Substrat

Enzim-Substrat
Kompleksi[ES]

Enzim

Sekil 2.16 Fischer’in Anahtar-Kilit Modeli

Sekil 2.16’de gosterildigi gibi bu modelde; substrat enzimin aktif bélgesine bir kilidin
anahtara uygunluk gostermesi gibi baglanir ve sonug olarak “enzim-substrat” ikilisi ES

kompleksini olusturur.

1930’da Haldane zayif baglanmalarin kataliz sirasinda temel unsurlar olabilecegini
kesfetti ve boylece calisma enzimatik katalizin aciklanmasinda 6nemli rol oynadi.
Haldane enzimin aktif bolgesinin gecis halinde daha iyi bir afiniteye sahip oldugunu ve
bu durumun enzimin katalitik kuvvetini ve kararliigini arttirdigi sonucuna varmistir.
Haldane daha sonra enzimin aktif boélgesinin sabit yapili oldugunu ve zayif bag ile

enzime baglanan substratin (izerinde meydana gelen bir gerilmeden dolayi bir baginin
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zayiflayacagini, boylelikle substratin aktif bolgeye uyumlu olarak sekil degisimine

ugrayacagi 6ngorusiyle gecis hali tamamlayicilik modeli’ni ortaya atti (Sekil 2.17).

= = =

Sekil 2.17 Haldane’in gecis hali tamamlayicilik modeli’'ne gére ES kompleksinin
olusumu

1948’de Pauling, artan gegis hali kararhliginin Grin olusumunu hizlandirdigini ileri
surdi ve bu hipotez; benzer gecis hal yapisina sahip ve farkh kararlilikta komplekslerin

kullanildigi deneylerle dogrulandi.

Daha sonra 1960’da Koshland Helen Haldene’in modelinde degisiklik onerisinde
bulundu. Yeni modelde (Koshland/ Haldane modeli) temel halde enzim
baglanmasindan sonra enzim aktivitesinde artis olur. Bu fikrin temeli baglanma
esnasindaki mutlaka birbirinden etkilenecek olan enzim ve substrat arasindaki
kimyasal gliclin ortaya cikarilmasini gelistirmektir. Bu modellerin enzim spesifikligi
acisindan bazi yaklasimlarin olmasina ragmen katalitik reaksiyon hizinin nasil
arttirilacagina dair net bir fikir ortaya koyamadilar. 1993’te Billy Mark Britt, adi
Degisken Ozgiillik Modeli olan yeni bir model ileri stirdii (Sekil 2.18).

~ o mp o n)

Sekil 2.18 B.M. Britt’in Degisken Ozgiillik modeli. Fischer’in Anahtar-Kilit Modeline
gore olusan ES kompleksinin, tepkimenin gecis basamagi sonunda ugradigi kiiresel
bicim degisimi ve aktif bolge 6zgllliglinin gecis haline uyarlanmasi
Bu modele gore; dogal enzim (native enzyme) (fizyolojik basing, sicaklik ve pH

kosullarinda katlanarak dogal halini alan enzim) Fischer’in anahtar-kilit modelindeki gibi

substratina tam olarak uyumluluk gosteren degismemis aktif bolgesinde, substrati ile
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kurdugu zayif baglar sayesinde ES kompleksini olusturarak katlanmis formuna ulasir. Bu
baglanma tim enzim kiitlesinin t¢ boyutlu yapisinin olusmasina yol agan bir burkulma
hareketini tetikler. Aktif bélgenin sekli yalnizca bu burulma hareketi ile degisirken, temel
halde substratin segiciligi ayni zamanda konformasyonel degisim sonucu gecis haline

adapte edilir (Sekil 2.19) [27].

Fischer Anahtar-Kilit
Modeli

+ -) -) .‘ Haldane ‘nin Modeli

+

+ ‘ Koshland’in Modeli
Degisen Ozgiilliik
+ = = Modeli

N ‘ N
Sekil 2.19 Enzim Kataliz Modelleri

Bazi enzimler tek baslarina katalizér olarak reaksiyonlarda yer alabilirler fakat bazilari
katalitik aktiviteyi saglayabilmek icin protein yapisinda bulunmayan ve kofaktor adi

verilen yardimci maddelere ihtiyac¢ duyarlar (Sekil 2.20) .

iki grup kofaktor vardir, bunlar; Mg?*, FeZ*, Mn2*, ZnZ* vb. gibi metal iyonlari ve koenzim
adi verilen kiicik organik molekillerdir. Enzimin yapisina kovalent baglarla katilan

koenzimlere prostetik grup denir.
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Sekil 2.20 Bazi enzim kofaktorleri

Enzim eger kofaktoriinden ayri ise apoenzim olarak, kofaktore bagli ise haloenzim olarak
isimlendirilir. Koenzim ve kofaktor her ikisi de enzimin kararliigini ve etkisini arttiran

onemli birlesenlerdir [26].

2.5 Enzimlerin Adlandiriimasi

Enzimlerin isimlendirilmesi kataliz ettigi reaksiyonun veya enzimle etkilesime giren
substratin adinin sonuna “az” eki getirilerek yapilir. Ornek vermek gerekirse;
dehidrogenaz, fosforilaz (fosfor ekleyen enzim), fosfataz (fosfat bagini hidroliz eden
enzim), peptidaz, glikozidaz, laktaz, lipaz, tripsin, pepsin ve kimotripsin gibi bazi

enzimlerin de spesifik isimleri vardir [26].

2.6 Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzimler genel olarak IUPAC-IUBMB (International Union of Pure and Applied Chemistry-
International Union of Biochemistry and Molecular Biology) Birlesik Komitesi’'ne bagl
Enzim komisyonu (Enzyme Commission; E.C.) standartlarina goére alti grupta
siniflandirilmistir. Bu gruplar etki ettikleri reaksiyon tipleri dikkate alinarak adlandirilip,
numaralandiriimistir [27]. Bu gruplarin alt gruplari da EC’den sonra 4 sayinin arka arkaya

yazilmasiyla kisaltilarak belirtilmistir.
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2.6.1 Ana Sinif 1 - Oksidorediiktazlar (E.C.1)

Redoks reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir. Genellikle -dehidrogenaz ve -rediiktaz
olarak bilinirler. Elektron, O, ve hidrojen alicisi olarak gérev alirlarsa oksidaz ismiyle
bilinir.
Ornek:

(a) EC1.1.1.27 — laktat dehidrogenaz

(b) EC 1.4.1.9 - I6sin dehidrogenaz (indirgeyici aminasyon)

2.6.2 Ana Sinif 2 - Transferazlar (E.C.2)

Transferazlar verici Uzerindeki bir fonksiyonel grubun alici substrat molekiliine

tasinmasini katalizleyen enzimdir. Asagida da gosterildigi gibi grup transferi katalizlenir.

X -Transferaz

A+ B BX+ A

X: transfer edilen grup;

Enzimin adi: X-transferaz

Ornek:

(a) EC 2.1.1.20 Glisin-N-metiltransferaz

(b) E.C.2.1.2 Hidroksimetil(-CH,OH) transferazlar
2.6.3 Ana Sinif 3 - Hidrolazlar (E.C.3)

Asagidaki reaksiyonda da gosterildigi gibi suyun katildigi kondenzasyon ve parcalanma
reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir. Glikozid, ester, peptid vb. baglari parcalar. Etki

ettikleri substratin sonuna —az eki getirilerek adlandirilirlar.

A+ HOH —dolaz -~ 5 opry s

(a) EC3.1.1 lipaz
(b) EC 3.5.5.1 nitrilaz
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2.6.4 Ana Sinif 4 - liyazlar (E.C.4)

Liyazlar substratlarindan bazi gruplari elimine ederek ¢ift bag olusumunu katalizleyen
enzimlerdir; bunlar oksidatif veya hidrolitik olmayan bir c¢esit eliminasyon
mekanizmalaridir. Bunun tersine gift baga trans katilmalari katalizlerler(sentetazlar). Cift
baga su ekleyen liyazlar “hidrataz” adiyla da bilinirler. Sistematik adlandirmada ikinci
basamak kirilan bagi, Gglincl basamak uzaklastirilan gruplari belirtir. Zit reaksiyonu gift

bagin oldugu yere grup eklenmesini saglar.
Ornek:
(a) EC 4.3.1.1 Aspartat amonyak liyaz (aspartaz)

(b) EC4.1.1.12 L-Asp-B-dekarboksilaz

2.6.5 Ana Sinif 5 - izomerazlar (E.C.5)

Molekillerde atomlarinin geometrik veya yapisal yer degisikligi yapmasini katalizleyen

enzimlerdir.
Ornek:

(a) EC5.3.1.1 Trioz fosfat isomeraz
(b) EC5.1.1.1 Alanin rasemaz

2.6.6 Ana Sinif 6 - Ligazlar (E.C.6)

Bu enzimler ATP’nin ya da diger niikleozid trifosfatlarin kirilmasi sonucu ag¢iga ¢ikan bag

enerjisini kullanarak birlesen yeni baglarin sentezini katalizlerler.

X+Y+ATP —— X-Y+ADP+P;
X+ Y+ ATP ——— -Y + AMP + (PP}

2.7 Proteazlar (E.C.3.4)

Proteolitik enzimler canlilarin fizyolojik ve patolojik olaylarinin  bircogunun
reglilasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir ve bilim literatiiriinde peptidaz, proteinaz
ve proteaz olarak bilinmektedir. Proteolitik enzimler proteinlerin ve peptidlerin peptid

baglarinin hidroliz reaksiyonlarini katalizler. Proteoliz olarak adlandirilan peptid
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baglarinin proteazlar tarafindan hidrolizi Sekil 2.21’de gorildtgl gibidir. Proteolizin

drinleri protein, peptid fragmentleri ve serbest aminoasitlerdir [28].

PROTEAZ
o
Peptid Bais > | | :
el C ——NH T
HO —— H
v
Polipeptid —— COOH + HN — Polipeptid

Sekil 2.21 Proteoliz olayi (peptid baglarinin proteazlar tarafindan katalizi)

EC sisteminde, ekzopeptidazlar (E.C 3.4.21-99) ve endopeptidazlar (E.C 3.4.11-19) olmak

Uzere iki gruba ayrilmislardir [29].

2.7.1 Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar; polipeptid zincirlerinin uglarindaki serbest amino (N) ya da karboksil (C)
gruplarina atak yapmaktadirlar. Ekzopeptidazlar etki ettikleri protein zincirinin
sonundaki grup serbest amino grubu ise aminopeptidaz, serbest karboksil ise

karboksipeptidaz, olarak adlandiriimaktadir (Sekil 2.22).
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Sekil 2.22 Ekzopeptidazlarin mekanizmasi

2.7.2 Endopeptidazlar

Endopeptidazlar, polipeptid zincirlerinin i¢ bolgelerindeki peptid baglarini kirarak
etkilerini gosterirler (Sekil 2.23). Serbest C ya da N grubunun bulunmasi enzimatik
aktivite Uzerine negatif etkiye sebep olur. Endopeptidazlar metallo, serin, aspartik ve

sistein proteazlar olmak lizere dort gruba ayrilr.

Amino ) ) Peptid Karboksil

ucu Amlngamdler baglan ucu

w o o o o o o o |5
Peptid

ic bolgelerindeki baglara

Endopeptidazlar,peptidin
atak yapmaktadir.

| o ]
w o o o o o o ol

|
J, l

Sekil 2.23 Endopeptidazlarin mekanizmasi (Daha kiiclik iki farkh peptid olusumu)
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2.8 Serin Proteazlar

Serin proteazlar, aktif bolgelerinde serin amino asit igerirler. Serin proteazlar substrat

segiciligine gore 3 gruba ayrilir (Sekil 2.24 );

» Tripsin benzeri serin proteazlar; pozitif yikli aminoasitten sonraki peptid bagini
hidrolizlerler.

» Kimotripsin benzeri serin proteazlar; buyik hidrofobik aminoasitten sonraki
peptid bagini hidrolizlerler.

» Elastaz benzeri serin proteazlar ise kiigik hidrofobik aminoasitten sonraki peptid

bagini hidrolizlemektedirler [30].

Tripsin Kimotripsin Elastaz

189

Asp

Sekil 2.24 Tripsin, Kimotripsin ve elastazin substrat baglayici cepleri [31]

2.8.1 Tripsin (E.C.3.4.21.4)

Tripsin (3.4.21.4) serin proteaz ailesine sahip endopeptidaz sinifi bir enzim olup,
proteinlerin arginin ve lizin rezidilerinin karbonil uglarinin hidrolizinden sorumludur
[32]. Tripsin, 6 distlfut baglariyla birbirine bagh olan 12 sistein ve 229 amino asid
rezidlsl iceren monomerik bir protein yapisina sahiptir. 23,8 kDa molekiler agirhgina
sahiptir. Tripsinin izoelektrik noktasi 10,5’tir ve bu ylzden alkali bir sindirim proteazidir
[33]. X-ray ile analiz edildiginde tpisinin yaklasik olarak 55% a-tabaka, 13% B-heliks

yapisindan olustugu gézlemlenmistir [34].

Tripsin serin proteaz ailesinin Gyesidir [35]. Bu enzim ilk hayvanlarin pankreas sivisindan

izole edildi ve daha sonra bircok doku ve organizmalardan da elde edildi. Tripsinin baslica
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aktivitesi bagirsaklardaki gida sindirimidir [36]. Tripsine gida sindiriminde ihtiyag vardir
cinki gida aliminda ve gidanin sindirime ugramasinda iletim gorevi gorir. Tripsin
sindirimde gerekli olan pankreatik enzimlerin aktivasyonunda onemli bir fonksiyon

gosterir [32].

Tripsin pankreasta, tripsinin inaktif formu olan tripsinojen olarak bulunur ve bagirsak
mukozasina salgilanir. Tripsinojen enterokinaz enzimi ile aktive edilerek tripsine dénusur
[32]. Tripsin zimojen grandillerinden depolanan pankreatik akinar hiicrelerinden yayilir
[32], [37]. Enterokinaz enzimi (Asp) 4-Lys dizisini propeptitten ayirir ve aktif tripsini

ayirmak igin lizin rezidlistinden sonra bélinmeyi saglar.

Propeptiti ortadan kaldirmak aktif bdlgenin yapisini olusturan; konformasyonel
degisikliklere sebep olur. Tripsinin kendi zimojen aktivitesi vardir. Tripsin aktive edildigi
zaman; daha 6nceden zimojen olarak sentezlenilen diger sindirim proteazlarini da aktive

eder [32].

2.8.2 Kimotripsin (E.C.3.4.21.1)

Serin proteazlarin bir sinifi olan kimotripsin, pankreatik akinus hiicrelerinde,
kimotripsinojen olarak bilinen aktif olmayan bir 6ncii yapi olarak sentezlenir. Bu 6nciil
yapi; tripsin tarafindan iki ayri parcaya bolinir fakat bu meydana gelen iki ayri parca
distlfid (-S-S-) bag ile birbirine bagh olduklari icin birbirlerinden tam olarak
ayrilmamistir. Bu iki cesit trans-proteoliz olarak adlandirilan ortak bir hidroliz
mekanizmasi ile birbirlerine kigulk peptid fragmanlarinin ayrilmasi birbirlerini aktive
ederler. Kimotripsin enzimi ; hidrolitik olarak triptofan, tirozin, fenilalanin, 16sin ve

metiyonin amino asitlerinin karboksilleri ile peptidleri parcalamaktadir [7], [8], [9].

2.9 Serin Proteazlarinin Katalitik Mekanizmasi

Aktif bolgede serin amino asidi bliylk bir 6neme sahip oldugu icin proteaz ailesinin en
onemli Uyesi bakimindan serin proteaz olarak adlandirilir. Serin proteazlar, polipeptit
zincirindeki baglanma alanini iceren spesifik bir bolgeyi baglayarak ve tanimlayarak,
peptit baglarini kirma islevi gorir [38]. Yapisal Ozelliklerine gore serin proteazlar

kimotripsin benzeri, subtilisin benzeri ve karboksipeptidaz Il benzeri olmak lzere (g
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sinifta incelenir. Bu g sinif, ikincil ve Uglincil protein yapilari agisindan birbirinden
oldukga farkhdir, fakat her sinif, aktif bolgesinde serin, histidin ve aspartat amino
asitlerini igerir ve ortak bir katalitik mekanizma kullanir. Bitin bu enzimler, ayni agil
transfer mekanizmasini kullanarak peptid ve ester bagi hidrolizini yaparlar [18]. Etki
mekanizmalari en iyi anlagilan serin proteaz enzimleri; kimotripsin, tripsin ve elastazdir.
Her bir enzim farklh amino asit rezidilerinin bulundugu peptid baglarini pargalar. Bu
olayin nedeni tamamen enzimin aktif bélgesinden kaynaklanir. Ornegin; tripsin, arginin
ve lisin amino asit rezidllerinin bulundugu peptid bagini pargalarken, kimotripsinin aktif
bolgesinde bulunan hidrofobik cep bu enzimin fenilalanin rezidisinin bulundugu
peptid bagina spesifik olmasini saglamaktadir. Elastaz ise notral amino asitlerin

olusturduklari peptid baglarinin hidrolizini katalizlemektedir (Sekil 2.25).

R(n) R(n+2)
) - ,? IC 'l" :—i ] c
N ucu \/Ca ) '._'a\gf—— N\T:J/'C\E/'I_"‘\ C ucu
R(n-1 R(n+1)
Kesilir bag

Enzimler sirali spesifik hidroliz yapar

Spesifite ceketi

Asy 189

Kimotripsin Tripsin Elastaz
Serin proteaz Kimotripsin Tripsin Elastaz
Pozisyon Rg hacimli. yiikli + yiiklii kitciik, yitksilz

Sekil 2.25 Serin proteazlarin (tripsin, kimotripsin ve elastaz) spesifisiteleri

2.10 Enzim Kinetigi

Enzim kinetigi substratlar ile enzimlerin etkilesimleri ve enzimlerin mekanizmasi
hakkinda bilgi verir. Bircok kimyasal reaksiyon; tepkimeye giren maddelerin Urin
olusumu sirasinda belirli bir aktivasyon enerjisi gerektiren gecici ve kararsiz ara Urin
olarak meydana gelen aktiflesmis kompleksler tGizerinden yiiriir. Reaksiyonlarda katalizor
olarak enzim kullanilmasi durumunda ayni tepkime sirasinda substratlariyla

olusturduklari ES ara hal kompleksleriyle ilerler. Reaksiyonun (riin olusumu bu
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aktivasyon enerijisi farkinin (AG") asilmasina baglidir. Denge reaksiyonlarinda aktivasyon
enerjisi olduk¢a kuglktir ve reaksiyon c¢evre sicakhgl ile ilerler. Enzimatik
reaksiyonlarinda olusan ES kompleksleri katalizor olarak enzim kullanildigindan dolayi;
aktivasyon enerjisi azalir, reaksiyon hizi artar ve reaksiyonun Urine dénismesi daha

disuk sicakliklarda meydana gelir (Sekil 2.26) [23], [25].

Serbest entalpi(AG)
A Gegis hali

Katalizlenmemis

AGy, = Gibbs serbest baglanma entalpisi
reaksiyon =

AG" = Reaksiyonun katalizorsiiz serbest
aktivasyon entalpisi

Enzim katalizli [ A, = Reaksiyonun katalizéthii serbest

reaksiyon aktivasyon entalpisi

AG, = Serbest reaksiyon entalpisi

E+S
Temel hal

AAG' =AG + AGy —AG g

L.
r

Reaksiyon koordinat1 (zaman)
Sekil 2.26 Enzim katalizli bir reaksiyonun zamana gore serbest entalpi degisimi

1902’de Brown isimli bilim adami, enzim katalizli reaksiyonlar icin asagidaki reaksiyon

mekanizmasini onerdi:

ky k
E+S=—ES=—E+P
ka ks (2.1)
Enzimin; Grine (P) olan ilgisinin substrata (S) olan ilgisi kadar fazla olamayacagi
dislintldigiinde, drlinlerden ES kompleksinin olusum hiz sabiti k;'nin ihmal
edilebilecek kadar kiiclik oldugu (k-2<<k2 ) varsayilabilir ve reaksiyon denklemi asagidaki

gibi sadelestirilerek yazilabilir:

L 2.2
E+,'.¢—k"‘_=~Es£e>E+P (2.2)
»

Esitlik 2.2’deki ifadeyi aciklayabilecek iki Gnemli kinetik modelimiz vardir [39], [40] :
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2.10.1 Hizh Dengelenme Modeli

Sifir derece reaksiyonlar haricindeki reaksiyon hizi, reaksiyona giren maddelerin
konsantrasyonlari ile orantihdir. Hizli dengelenme modeli 1903’te ilk olarak Henri
tarafindan onerildi ve ardindan son sekli 1913’te Michaelis ve Menten tarafindan
gelistirilerek verildi. Bu modele gore tepkimeye giren maddeler (E+S) ve ES kompleksi
arasinda hizli bir denge kurulur ve reaksiyon kisa surede kararli hale geger. Bu denge

reaksiyonunda iki yonli reaksiyon hizlarini birbirine esitlersek, [39]
k1[Es][S]=k1[ES] (2.3)
ifadesini elde ederiz.

ES kompleksinin ileri yonde Uriinlere dénisiim reaksiyonu, geri yonde serbest enzim ve
substrata donlisim reaksiyonundan daha yavastir ( kz << ki ve k.1 ). ES kompleksinin
reaksiyona giren maddelere (E ve S reaktiflerine) ayrisma sabiti Ks asagidaki sekilde

yazilir.

ES kompleksinin ayrisma sabiti Ks asagidaki gibi yazilmistir [39], [40].

k - LEIST_ky (2.4)

*TEST K

E: Toplam enzim, S: Toplam substrat, Es: Serbest enzim, Ss: Serbest substrat
ES: Enzimsubstrat kompleksi.

Substrat enzimden fazla miktarda oldugu icin serbest substrat konsantrasyonunun
toplam substrat konsantrasyonuna yaklasik olarak esit oldugu varsayilir ([Ss]=[S]).
Serbest enzim miktari, enzimin toplam miktari ile kompleks igindeki bagli enzim miktari

arasindaki farka esittir.
[Es] = [E] - [ES] (2.5)
2.5 no’lu denklemdeki [Es] terimini 2.4 no’lu denklemde yerine yazacak olursak;

k - (EI-[ESDIS]
s [ES]

(2.6)

esitligini elde ederiz ve [ES] terimini 2.6 no’lu esitlikte sol tarafta yalniz birakirsak,
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_ [EI[S]
[ES]= K_+[5] (2.7)

ifadesini elde ederiz.

Esitlik 2.2’de ES kompleksinin trln haline getirildigi hiz belirleme asamasina gore tiim

reaksiyonun hizi,
V = k[ES] (2.8)
Esitlik 2.7’deki [ES] kompleksi ile esitlik 2.8’deki kompleksin yerini degistirirsek;

v — i, [EIS] 2.9
K, +[S]

esitligini elde ederiz.

Eger reaksiyon ortaminda tim enzim miktari substrat miktarini doyuracak kadar
mevcutsa; toplam enzim konsantrasyonunun [ES] kompleksi konsantrasyonuna esit
olacagi dusunulur. ([E] = [ES]) ve olusan reaksiyonun hizi maksimuma ulasir. Buna gore

2.8 no’lu esitlikte [ES] yerine [E] yazarsak maksimum hiz,
Vmaxsz[E] (210)
esitligini elde eder ve bu esitligi 2.9 no’lu esitlikte yerine yazarsak;

Vi8] Vi
_ KS+[S]_1+& (2.11)

[S]

ifadelerini elde etmis oluruz.

2.10.2 Kararh Hal Modeli

Briggs ve Haldane 1925 yilinda, [ES] kompleksi biriktikce ES'nin olusma hizinin belirli bir
sirenin ardindan hem ileri yonde Urlinlere dogru hem de geri yonde reaktiflere dogru
bozunma hizlarinin toplamiyla esitlenerek dengelenecegini; yani [ES] kompleksi
konsantrasyonunun reaksiyon sireci icinde zamanla belirli bir miktarda sabitlenerek
kararhliga ulasacagini ve boylece ES konsantrasyonu degisiminin zamana gore
sifirlanacagini [(d[ES]/dt) = 0] farketti. Bu ylizden bu model, Henri Michaelis-Menten

modelindeki kz << k-1 olayinin gercek olmadigini ortaya koymustur.
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Kararli hal modelini esitlik 2.2 baz alinarak [ES] kompleks olusum hizi ;

d[ES]

[ES] kompleksinin yikim hizi ;

—d[ES]
dt

= (k; +k,)[ES] (2.13)

Esitliginden elde edilir. Denge halinde reaksiyonun olusum ve yikim hizlar

esitleneceginden dolayi
k1[Es][Ss]=(k-1+k2)[ES] (2.14)

olur. Bu esitlik [ES] kompleksi icin,

(£ a1

kl

ifadeler diizenlenecek olursa;

K, =-— (2.16)

Esitlik 2.15’de esitlik 2.16’y1 yerine yazarsak;

5. [EIS

" (2.17)

m

Reaksiyon denge halindeyken substrat tiiketimi cok distk miktarda olacagindan dolayi;

serbest substrat konsantrasyonunun toplam substrat konsantrasyonuna yaklasik olarak

esit ([S,]=[S]) oldugu kabul edilir. Ayrica E; esitlik 2.5’te g6z éniinde bulundurularak

esitlik 2.17’de yerine yazilirsa;

[ES]=[E][S][%]K (2.18)

seklinde tekrar yazilabilir. Esitlik 2.18 reaksiyon hizini belirleyen basamaga gore

olusturdugumuz esitlik 2.8 ‘deki hiz denkleminde yerine yazilirsa;
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_ [S]
V =k,[E] Sk (2.19)

esitlik 2.19’daki ka yerine, kataliz basamagi hiz sabiti oldugunu gosteren kcat'i yazarsak;

_ [S]
V =k, [E] ST (2.20)

bu ifadenin kesirli hali; substrat konsantrasyonu sonsuz kabul edildigi zaman L'Hospital

kuralina gore limiti 1’e esit olur.

ﬁ_fj im ﬂ_ lim 1_1 (2.21)

!

M Sk, e, T
[S]+K, (s]+K,)

Bu elde edilen esitligi 2.20’de yerine yazdigimiz zaman esitlik 2.10’daki maksimum hiz
ifadesini elde etmis oluruz.
Viex = Kia[E] (2.22)

Esitlik 2.22 ile esitlik 2.23’0 birlestirirsek elde edecegimiz esitlik Henri-Michaelis-Menten

modelindekine ¢ok benzer olacaktir.

~ Vi[S] Vi
aSh K (2.23)
[S]

Esitlik 2.23 kararl hal enzim kinetigi modelinin temel esitligidir.

Esitlik 2.24’de V hizinin maksimum hizin yarisini ulastigini gosteren;
V= (2.24)

Esitligi elde ederiz. Bu esitligi esitlik 2.23 ile birlestirirsek;

Vnax[s] _Vrmx
K, +[S] 2 (2.25)

Bu esitligi de sadelestirirsek;

K = [S] (2.26)

29



ifadesini elde ederiz. Bu sonug; maksimum hizin yarisina karsilik gelen substrat

konsantrasyonunun Ky, degerine esit oldugunu gosterir [18], [19], [26], [40].

2.11 Biyokonjugasyon

Biyokonjugasyon kimyasinda kovalent reaksiyon; iki biyomolekillin birbirleriyle veya
biyomolekdllerle kiigik molekillerin kovalent bag ile baglanarak yeni ve 6nemli

molekdillerin olusturulmasi icin kullanilir (Sekil 2.27).

Reaktif molekiller (proteinler, peptidler, karbonhidratlar, nikleik asitler vb.) spesifik
reaktif fonksiyonel gruplara sahiptir (karboksilik asitler, aldehitler, ketonlar, aminler,
tiyoller ve alkoller). Bu siirecte elde edilen Grlnler protein-protein, polimer-protein ve

karbohidrat-protein yapili oldugu icin bu prosese biyokonjugat denilir.

.
—X
—X kovalent
+ ,,',_O -
—X Biyokonjugasyon
H—x
XY= Fonksiyonel aktif gruplar — =

Kovalent bag

Sekil 2.27 Biyokonjugasyon olayinin sematik gosterimi

Biyokonjugasyon, kimya ve molekiler biyoloji arasinda genis bir bilim dalidir ve
glinimizde de gelismekte olan bir arastirma alanidir [16]. Biyokonjugasyon prosesi yeni
biyomolekillerin kesfedilmesine ve kompleks biyolojik streglerin agiklanmasina olanak
tanimistir ayrica tipta ve malzeme bilimlerinde de genis calisma alanina sahiptir. Tibbi
alanda ilaclarin gelisimi; bazi hiicre ve dokularin hastalik durumlarina karsi tedavi edici
etkinligi acisindan blylik oranda spesifik biyokonjugasyona baghdir. Bu nedenle, bircok
ilac firmasi, gelecekteki Urlinlerini tasarlamak ve rekabette Oncl olabilmek icin
biyokonjugasyona bagimli calismalara agirlik verdi [17]. Biz de bu ¢alismamizda polimer-
protein ve kigilik molekiil-protein biyokonjugatlarini kullandik. Kisaca polimer-protein ve

kiiciik molekiil-protein biyokonjugatini uygulama amacimizi acgiklayacak olursak;
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Polimer biyokonjugatlarin hazirlanmasi igin en bilinen vyol, proteinlerin yan
zincirlerindeki amino asit ve polimer arasinda bulunan aktive edilmis esterlere benzer

proteinlerin uc gruplari ile polimerleri modifiye etmektir.

2.11.1 Polimerlerin EDC Kullanilarak Proteinlerle Kovalent Biyokonjugasyonu

Polimerler amino asidlerin 6zel alanlarina etki ederek proteinler ile konjugasyonunu
saglar [16]. Protein-polimer konjugasyonu birgok ¢esitli uygulama alanina olanak saglar.
Protein bir yandan, modifiye edilmemis proteinin, 6rnegin enzimatik bozunmaya karsi
daha yuksek bir kararliliga sahip olamayacagi yeni spesifik 6zellikler ile donatilmistir.
Konjugasyonu saglanan proteinin en buylk avantaji, modifiye edilmemis proteinin
enzimatik bozunmaya karsi daha vyiksek kararliik gosterme o6zelligine sahiptir.
Konjugasyon calismalarinda polimer kullanilmasinin avantaji; protein ile kovalent
konjugasyon olustururken daha yiksek kararlilikta konfiglirasyon saglamak icin Ug

boyutlu bir yapi ile donatilir.

Calismamizda immobilizasyonu saglamak icin  1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)
karbodiimid hidroklortr (EDC) kullanildi. EDC biyokonjugasyon ¢alismalarinda en bilinen
karbodiimid tilrevidir. En biylk avantajlarindan birisi suda c¢o6zlinebilir 6zelliginin
olmasidir bu da ¢apraz baglama reaksiyonunda yasanabilecek olan girisim etkisini dnler.
EDC'nin fazlasiyla ortamda yan Uriin olarak lre tirevleri olusur fakat lre suda
¢Ozlinebilir oldugundan jel filtrasyon ve diyaliz ile kolayca ortamdan uzaklastirilabilir ve
konjugatlar saflastirilabilir. EDC kullaniminda dikkat edilmesi gereken en 6nemli durum
EDC’'nin sulu ortamda kararhligi yoktur bu yizden -20 °C’de saklanmalidir. EDC
kullanilmadan 6nce oda sartlarinda bir siire bekletilir ve daha sonra kapagi a¢iimalidir

¢linkdl EDC kolay bozunabilen bir kimyasaldir.

Yapisinda karboksil gruplari ve primer amin gruplari iceren bircok molekilin EDC

kullanilarak konjugasyon c¢alismalari yapilmaktadir (Sekil 2.28).
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D Lon Ester olusumu )
Karboksilatigeren 7
grup ""-"_o

Vd
s ‘ Aminigeren grup ‘
I‘!l HT J ‘ll'
Q0 ' e
izoiire yan tiriin Amid bag olusumu

Sekil 2.28 Bir karboksilat ve bir amin gruplari iceren iki molekilin bir amid bagi
olusturmak tzere EDC kullanilarak konjugasyonu

Bu reaksiyon; karbon atomu ile komsu iki azot atomu arasinda gergeklesir. Azot atomlari
karbon atomuna goére daha elektronegatiftir bu ylizden karbon atomu katyonik forma
(6+) gecer ve karboksilat anyonunun katyonik formdaki karbon atomuna saldirmasi icin

uygun yapi olusur.

2.12 Enzim Aktivitesini Tayininde Kullanilan Spektrofotometrik Yontemler

Spektrofotometrik deneyler spektrofotometri cihaziyla 6rnek ¢ozeltiden gectikten sonra
¢ozeltinin absorbladigi isik miktarini 6lcerek etkilesim yolunu izler (Sekil 2.26). Eger gelen
1stk goriiniir bélgedeyse numunenin rengi degisir ve bu olaya kolorimetrik analiz denir
[41]. Spektrofotometre ile bilinen numunenin konsantrasyonlarinin miktari, 1sik
kaynaginin dalga boyu araligina bakilip 1s1gin yogunlugunun 6lgiilmesi ile belirlenebilir

[42].

2.12.1 UV-Goriiniir Bolge Spektroskopisi

Belirli bir enerjiye sahip olan fotonlar, molekiillerin kendileri ile carpisan atomlari veya
elektronlari tarafindan absorbe edilir ve bu sirada elektronlar Ust enerji seviyelerine
gececek sekilde uyarilir. Absorpsiyon spektroskopisi, bu absorpsiyonun dalga boylarini

ve absorbansini belirlemek lizere tasarlanmis cihazlarla gerceklestirilir.

UV-goriunir bolge absorpsiyon spektroskopisi, elektromanyetik spektrumun mor otesi

ve gorinlr bolgelerindeki dalga boylarina karsilik gelen maddelerin sogurulma

32



Ozelliklerini inceler. Absorpsiyon spektroskopisi, bir ornekteki belirli bir maddenin
varligini tespit etmek igin kullanilan énemli bir analitik yontemdir ve tespit edilecek
maddenin ortam igerisindeki konsantrasyonunun belirlenmesini bir¢ok farkh kosulda

gerceklestirebilir.

Ornek, bir kiivet icine konur, 15tk demeti monokromatére girer ve tek dalga boyundan
cikarak 6rnegin bulundugu kiivetten gecer, bazi dalga boylarindaki isik 6rnekle sogurulur
ve absorbe edilmemis veya iletilen 151k da spektrofotometre ile kaydedilir (Sekil 2.29)

[43].

] 0 fotocogaltic
Kiivet AN
‘a
kayrt

lambalar

Sekil 2.29 Bir spektrofotometrenin genel semasi [43]

Yansimalari ve sagilmalari dnlemek igin, ylzeyleri diiz olan dikdortgen sekilli cam
kivetler kullanilir. Gériinir bolgede (340—800 nm) bir spektrum araliginda bu kivetlerin

kalinhg yaklasik 1,0 cm'dir.

Ornekten gecen isigin (iletilen isik) yogunlugunun "Transmitans" olarak adlandirilan ve
esitlik 2.27’ye gore belirlenen, 6rnege ulasmadan onceki 1s1gIn (gelen 1sik) yogunluguna

orani:

—

Transmitans: | (2.27)

o

I s iletilen 1s1k, lo: gelen isik

Bu orani 100 ile carparak elde ettigimiz ylizde transmitans (%T) degerini, Esitlik 2.28 ile

gosterebiliriz.
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|
%Transmitans: %01 = I—t-100 (2.28)
0

Onek tarafindan absorbe edilen isik miktarini belirten Absorbans degerini ise esitlik 2.29

ile hesaplayabiliriz:

A=—logT =—Iog:—t (2.29)

0

Isigin gectigi Ornegin absorpsiyonu ile 6rnekte bulunan maddenin konsantrasyonu

arasindaki iliski, esitlik 2.30'da verilen Lambert-Beer yasasi ile agiklanmaktadir:

A=l (2.30)
A: Secili bir dalga boyunda 6rnegin abosrbans degeri (herhangi bir birimi yoktur)
&€: Molar absorptivite (M*-cm™?)
c: Ornegin molar konsantrasyonu (M)
I: 1s181n 6rnek Gzerinde kat ettigi yol ya da kiivetin uzunlugu (cm) [3], [20], [43].

Lambert-Beer yasasina gore, 6érnegin absorpsiyonu, analit konsantrasyonu ile dogrusal
olarak artar. Genel olarak, konsantrasyon degeri olan A = 1.0'den arttik¢a, gergeklesen
blylk sapmalar diz bir ¢izgide goriinir. Bu nedenle, ¢ozeltideki kinetik analize tabi
tutulacak bir maddenin konsantrasyonu, genel olarak ayarlanmis bir absorbans (0,05-

1,0) degerinde isleme tabi tutulur (Sekil 2.30).

2.5

20 |

1.5

Absorbans

1.0 v

0.5

x ! | L 1 L 1 | L
0.0 05 1.0 15 20 25 3.0 35 40

0.0¢—

Analit Konsantrasyonu

Sekil 2.30 Lambert-Beer yasasindan sapma [20]
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Enzim kinetigini belirlemek icin kullanilacak olan analitik dalga boyunun secimi; hem
substrat hem de Urin molekulleri arasindaki absorpsiyon degerleri arasindaki en bliytk
farkin spektral ortismesini onleyebilecek bir dalga boyunda olmalidir (Sekil 2.31).

Substrat ve Urln igin secilen dalga boyu, tipik olarak her bir molekil igin maksimum dalga

boyudur [20].

Gazeltae Cazelticen i

geler wgdin gecen Ehgin (5T :

geddeti Fddeti I

o {
fAON N A -

YAV EY R AT AVAWA" FES TiF
Lamba Maonokramatar Treirde ¢ meldL Dedektir

abderbloyia molekiil
igeren drrak klveth

Sekil 2.31 Spektrofotometrenin genel calisma prensibi [35]

2.12.2 Floresans Spektroskopisi

Floresans, daha yuksek bir enerji seviyesinden daha distk bir enerji seviyesine gegisin
radyasyonla eslik edildigi bir enerji gecis durumudur. Sadece uyarilmis durumdaki
molekdller floresans yayabilirler; dolayisiyla molekiliin, emisyon olayindan énce daha
yuksek bir enerji seviyesine getirilmesi gerekir. Elektronik ve titresim acisindan temel
seviyede (SoVo) bulunan bir molekdil, farkli ve gesitli durumlarin eneriji farklarina uyan
fotonlari sogurabilir. Gerekli olan foton enerijisi, elektronik olarak uyarilmis temel halin
(S1Vo), temel seviye titresim durumuna erismesi icin gerekli olandan daha yiksek
olmalidir. Artan eneriji, titresim enerjisi (V>0) olarak sogurulur ve hizla ¢ozici
molekilleriile carpisarak isi olarak ¢evreye dagilir, béylece molekiil titresim olarak temel
seviye durumuna geri doner (S1Vo). Bu gevseme ya da geriye donme siregleri, enerjinin
bir halden digerine, daha disiik enerji seviyesine yayilmadan gegisleridir ve buna "ic
Dondsim (IC)" denir. Elektronik olarak uyariimis temel halin en disik seviyesinden,
molekil ya i1sik yayarak (floresans) ya da yayici olmayan bir gegisle temel seviye olan
enerji durumuna (So) geri doner. Enerji gecisinin ardindan molekil, temel hal
durumunun titresim seviyelerinden herhangi birine gelebilir. Cogu molekiil, bu enerji
gecisleri konusunda esnektir ve bu nedenle temel hal durumunda ¢ok ylksek titresim

seviyelerine sahiptir. Isinim enerjisi ile absorpsiyon karsilastirildiginda floresans

35



kayboldugundan, floresans 1sig1 her zaman uyarilmis 1si8a gére daha uzun bir dalga
boyundadir. Yayilan radyasyon, bir bant spektrumu olarak gordlir, ¢linki elde edilen
titresim ve donme enerji seviyelerine bagli olarak elde edilen dalga boyu degerleri vardir.
Bir molekiliin floresans spektrumu, uyarilmis dalga boyundan bagimsizdir ve
absorbsiyon spektrumu ile bir ayna géruntusi iliskisine sahiptir. Uyariimis elektronik
halden temel hale gegis durumu, yayilan i1sigin yogunluguyla orantilidir. Bu baglamda
fosforesansin, triplet durumundan (T1) elektronik (singlet) temel hal durumuna (So)

gecisten kaynaklandigi séylenebilir (Sekil 2.32).

Molekil, sistemler arasi gegcis (ISC) ile elektronik olarak uyarilmis singlet durumdan
triplet duruma gecer. Singletten triplete gecis, kuantum mekanigi yasalari sebebiyle
mumkiin degildir ve bu nedenle, yalnizca elektronik yapinin elverisli oldugu bazi
molekillerde, imkansiza yakin derecede diisik ihtimaller ile gerceklesebilir. Bu tir
molekiller ise genellikle agir atomlar igerir. Fosforesans icin hiz sabitleri cok daha buyik
olur ve fosforesans, uzun bir gecikme ile gergeklesir; uyarilmis enerji artik

uygulanmadiginda dahi devam eder [40].

S? A

I¢ Doniisiim

5 Sistemler arasi

1
I
|
!
-
: : T
REsougsiyon Floresans _I_T— .
n

v P &
NV, = NV, A
Fosforesans ‘4 '
H |
So 1 3

Sekil 2.32 Jablonski Diyagrami (So): temel hal durumu, (S1, S2): uyariimis iki singlet hali,
(T1): triplet hali,(v): Titresim seviyeleri, (ISC): Sistemler arasin gegis, (IC): i¢c ddéniisiim

Yukaridaki sekilde; kesintisiz dikey cizgiler radyasyon gecislerini, noktal cizgiler ise
radyasyonsuz gecisleri géstermektedir. Absorpsiyon suresi, yaklasik 10°*> s'dir, bu da,
cekirdeklerin 6nemli oranda yer degistirmesi icin cok kisa bir siiredir. Titresimlerin

durmasi ise 1012-10"19 s arasi bir zamanda gerceklesir. Floresans émru tipik olarak 1085
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civarinda oldugu icin, sistemler arasi gecis ve fosforesans spin yonelimini
gerektirmektedir. Bunun yaninda, absorpsiyon ve floresans, fosforesans siirecinden ¢ok
daha hizlidir. Fosforesans, milisaniyelerden saniyeye kadar sirebilen uzun bir gecis
stirecidir, yaklasik 10°® st kadar siirmektedir. ic déniisiim ise, 10'11-10° s saniye arasinda

gercgeklesir [2-4].

Bir molekdliin floresans 6zellikleri, molekilin kendisinin (i¢ faktorler) yani sira, proteinin
cevresi (dis faktorler) tarafindan da belirlenir. Bir molekil tarafindan yayilan floresans
yogunlugu, uyarilmis halin omrine baghdir. Uyarilmis haldeki molekillerin sayisi

zamanla, Ustel olarak azalir [40].

Temel ve uyarilmis hal arasindaki donlsiim esnasinda, yliksek enerijili titresimsel temel
halden gecerken, atom-ici temel hal ve uyarilmis halin farkli cekirdek araliklari ve enerjik
kayiplardan dolayi, E = hc / A [E: enerji, h: Planck sabiti (6, 62x10-34 js!), c: 1sik hizi, A:
temel hal durumuna dénerken elektronun yaydigi fotonun dalga boyu] bagintisina gore,
yayilan fotonun dalga boyu daha blyuktir. Dalga boyundaki bu degisim, ilk kez 1852'de
George G. Stokes tarafindan izlendigi icin, "Stokes kaymasi" olarak adlandirildi. Coziici
etkisi ve uyarilmis tepkimelerden dolayi, Stokes kaymasi nispeten daha uzun dalga

boylarinda gozlenebilir (Sekil 2.33) [2].

Stokes kaymas

1.0- Absorbans Liminesans
0.8
2 5 0.6-
Eno¥
5073
22 04
.E
0.2 -
0.0

400 450 500 S5 600 650 700

Dalga boyu (nm}
Sekil 2.33 Stokes kaymasi. Absorbanstan daha bliyik dalga boylarinda l[iminesans
meydana gelir [41]
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Cok sayida enzim substrati veya enzimatik reaksiyon Urin(, dogal floresans 6zelligi
sergiler ve reaksiyon siresince uygun bir floresans sinyali Uretirler; boylece
bozunmadiklarindan veya disarida kalmadiklarindan emin olunur. Bu molekiiller
floresans ozellik sergilemiyorsa, floresan tiirevleri, calisma kosullari altinda enzimle olan
etkilesimini 6nemli derecede bozmadan, kovalent baglar altindaki yapilara floresans
gruplar ekleyerek olusturulabilir. Floresans sinyalleri, sinirli bir konsantrasyonda,
floresan maddenin konsantrasyonu ile dogrusal bir iliski gostermektedir. Floresans
sinyalleri, absorbans (A) yerine kuantum verimi (Qs) olan Lambert-Beer yasasina benzer
bir iliski icinde floresan maddenin konsantrasyonu ile yogunluk bakimindan farklilik

gosterir. Kuantum verimi, yayillan foton miktarinin sogurulan fotonlarin miktarina

oranidir:
Q yayilan foton akisinin floresans yogunlugu (If) (231)
f=
absorplanan foton (I3)
Buradan, I, = I, — It (2.32)

bagintisi yazilabilir.

lo: 6rnegin bulundugu ortam

lt: 6rnegin bulundugu ortamdaki 1sik yogunlugu

I, = I, x 107¢P¢ esitligi de tiiretilebilir. (2.33)
Esitlik 2.33’0 kullanarak esitlik 2.32’i yeniden diizenledigimizde:

I, =1, x (1 —1078b°) (2.34)
esitligini elde ederiz. 2.31 ve 2.33 numarali esitlikler kullanilarak:

If = Qe X I, = Qf X Io(1 — 1078P%) (2.35)

Floresans yogunlugu ve floresans-substrat konsantrasyonu arasindaki bagintiyi veren

esitligi elde ederiz [5].

Esitlik 2.35’te, bazi terimler (lo,€ ve b), belirli kosullar altinda hem bilinmeyen 6rnek hem
de standart o&rnekler icin aynidir. ifade, Taylor serileri kullanilarak yeniden

dizenlendiginde, esitlik 2.36’y1 elde ederiz:
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_ (2.3ebc)? " (2.3gebc)3 o

[f =Qf X 10[2.38bC o 3 ] (2.36)
Eger ebc degeri kiiclk ise (£0.05), esitlik 2.37 elde edilebilir:
[ = 2.3 X Q¢ X Iyebc (2.37)

Esitlik 2.37, floresans yogunlugunu vermektedir.

Burada: (lf) degerinin, sogurucu tirlerin (bazal tirler), molar absorptivite (g), floresans
yayan tirler (indlklenen tirler) ve floresans kuantum verimi (Qy) ile iliskili oldugu
anlasilmaktadir. Bazi uyarilma kosullari altinda, (lf), (Qs), (€) ve (b) degerleri genellikle
bilinmeyen ve standart 6rnekler icin aynidir. Bunu kullanarak, bilinmeyen ve standart
ornek konsantrasyonlari ile floresans yogunluklari arasinda, asagidaki baginti

olusturulabilir:

I
2= (2.38)
I, Cs

Burada, (I ) ve (Ig), bilinmeyen ve standart érneklerin deneysel olarak belirlenmis
floresans yogunluklaridir; (Cp) ve (Cs) de buna ait konsantrasyonlari belirtmektedir [5],

[44].

Floresans spektroskopisi, genellikle iki ydontem ile siniflandiriimaktadir:
(1) Kararh hal Floresans Spektroskopisi

(2) Zaman Ayrimli Floresans Spektroskopisi

Bu calismada biz; zaman ayrimli floresans spektroskopisi yontemini kullandik.

2.12.2.1Kararh Hal Floresans Spektroskopisi

Kararli hal élgimleri, strekli bir aydinlatma ve gozlem ile gergeklestirilen 6l¢ciimlerdir.
Ornek, kesintisiz bir 1sik demeti ile aydinlatilir ve yogunluk veya emisyon spektrumu

kaydedilir (Sekil 2.34) [3].
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Sekil 2.34 Kararh hal florimetresinin gorinimu

Lambanin emisyonu M1 ile gosterilen ayna tarafindan toplanir ve uyarma kanalinin
monokromatoriniin Slile gosterilen giris acikligina odaklanir. M2 aynasi, monokromator
ciktisindan (S2 acikligindan) 15181 toplar ve érnek tizerine odaklar. Ornegin emisyonu, M3
aynasi tarafindan toplanir ve saptama monokromatoériniin S3 ile gosterilen agikhgina

yonlendirilir. Isik yogunlugu, bir fotogogaltici tlipl (PMT) ile olgtlar [3].

Emisyon spektrumu élciimleri i¢in A,,, sabit tutulur. Ornek konsantrasyonu sabittir,
zamana bagli olarak degismez ve bu nedenle kararli hal olarak adlandirilan yontem,
uyarilmis haldeki molekillerin nanosaniye veya daha kisa zaman olgeklerine girdigi

anlamina gelir [2].

2.12.2.2 Zaman Ayriml Floresans Spektroskopisi

Zaman ayrimh 6lgimler nanometre veya daha kiigiik zaman 6lgeklerinde yapilabilir, bu
nedenle genellikle floresans spektroskopisinde kullanilir. Zaman ayrimh floresans
Olcliminde, stroboskopik atim 6rnekleme teknigi kullanilir, bu teknikte 6rnek bir atim
1stk kaynagi ile uyarilir. Floresans emisyonunun yogunlugu, her atim lizerinde ¢ok kisa
zamanl bir pencerede olcilir ve bilgisayarda kaydedilir. Her atimin ardindan zaman
penceresi hareket eder. Ornekler uygun zaman araliginda verilere alindiginda, emisyon
yogunlugunun zamanla bozunmasina dair egriler olusturulabilir. "Strobe teknigi" adi,

PMT fotocgogalticisi, atim 15181 kaynagiyla senkronize olan bir voltaj atimiyla gecit
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gorevinde oldugu igin ortaya gikar. Atimlar PMT'yi aktif hale getirir ve ¢ok kisa bir siire

boyunca emisyon yogunlugunu olger (Sekil 2.35) [2], [44].

-
=
=
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>~
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Q & 1
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Sekil 2.35 Atim yontemi ile 6l¢llen floresans 6mir dagiliminin sematik gorinimi

Photon Technology International (PTl)'dan alinan Curtosey isimli cihaz [35].Floresans
omur dagilimlarinin degisimlerini elde etmek amaciyla tstel seri yontemi kullanilir ve

veriler, bu yontemden elde edilen sonugclara gore analiz edilir [4]

2.12.2.3 Ustel seriler yontemi (ESM)

Floresans bozunmasi; sinirli sayida, ayrik ve her biri benzersiz bir floresans 6mriine (1)
sahip Ustel terimlerden olusan ¢ok sayida bozunumlarin (esitlik 2.39) bir toplami olarak
tanimlanabilir. Her terim, farkli polaritelere sahip olan ve farkli serbestlik derecelerine
sahip olarak ¢ozicli molekiilleri ile etkilesime giren, molekildeki ayri ¢cevrelere bagh

olarak yerel emisyonlarin bozunumlarina karsilik gelmektedir.

F(t) = iai exp(-t/z;)
=) (2.39)

F(t): floresans bozunma yogunlugu

Ti: floresans omiur dagihmi
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a;: "on-Ustel faktor" ve Zai =10.
i

Proteinler gibi blyilk ve karmasik molekillerin farkli bolimlerinde polarite gesitliligi
bulundugundan dolayi, ¢oklu Ustel bozunma analizi, floresans bozunmasini tanimlayan
dagilim yaklasimi modelini kullanarak, proteinlerin florofor hallerinin strekli dagilimina

dair floresans 6miur dagilimi gesitliligini agiklamakta yetersiz kalmaktadir [45], [46].

Omiir dagihmi yaklasimi modelinde, integraller esitlik 2.40'da gorildigi gibi Ustel
terimlerin Ustel toplamlarini degistirir ve terimlerin toplam bozunmaya kismi katkilarini
ifade eden ileri Ustel faktorler, surekli omir dagihimi degiskenlerinin dagilim
fonksiyonlarina donistardlir [a(t)]. Bunun, "floresans 6mir dagilimi, daginik yaklasim
modeli" olarak adlandiriimasina katkida bulunan 6zel bir floresans 6mur dagilimi, toplam

bozunmaya kismi bir katkida bulunur [46, 47].

Toplam bozunmanin her bir t degeri ile bilesenler, esitlik 2.40 ile ifade edilir:

F(t,t) = a(t)e /T (2.40)
Toplam bozunma: Her bir bireysel bozunmanin toplamidir.

F(t) = fooo a(t)exp(—t/7) dt (2.41)
Burada, a(t): Strekli 6mir dagilimi degiskenlerinin dagilim fonksiyonlaridir ve

fa(t)d(t) = 1,0 sartini yerine getirmektedir.

"Cihaz (veya atim, darbe, lamba) Yanitlama Fonksiyonu (IRF), L(t)" olarak adlandirilan
lamba atiminin islevi sinirh bir genislige sahip oldugu icin, deneysel floresans bozunma

yogunlugunu gercekten saptirmaktadir. Dolayisiyla, gézlemlenen bozunum kivriktir ve

fonksiyonu, esitlik 2.42'de verilen kivrilma integrali I(t) olarak bilinir [48], [49].
I(t) = [, L(OF(t - s)ds (2.42)
I(t): Floresans yogunlugunun gozlemlenen bozunmasi

L(t): Cihaz yanit fonksiyonu

Ustel seri ydntemi; a; ve Ti diizgiin dagilimlarini analiz etmek icin belirli floresans émiir

dagilimlari (ti) ve degisken 6n-Ustel faktorleri (a;) ve 200 terime kadar Ustel serilerin bir

42



sonda islevi olarak kullanilir. Ki-kare fonksiyonu 1'e yaklasincaya kadar (esitlik 2.43)
tekrarlayici yeniden birlestirme ile yalnizca arama fonksiyonunun a; degerleri strekli

olarak tekrarlanir (uydurma proseduri) [47], [50] .

n k=1 O'lf n k=1 O'kz
Burada Yiexp: K. kanalda gézlemlenen floresans yogunlugu
n: Kanallarin sayisi, o: K. Kanaldaki standart sapma
Dwi: Kivrilma matrisi (esitlik 2.44).
T —t
D, = ['L(t, -1) exp[—Jdt (2.44)
0 T

2.13 Eksimer Yapilan

Eksimerler, yalnizca, bir molekiliin uyarilmis halde ve diger molekilin temel hal
durumunda oldugu, elektronik olarak uyarilmis dimerlerdir. Eksimerler genellikle iki
atomludur ve ikisi de, piren gibi temel hal durumunda ve baglanmayacak gibi iki
atomdan veya molekiilden olusur. Pirenin monomer emisyonu 370-390 nm araliginda
gorilirken, eksimer emisyonu 465-500 nm dalga boyu araliginda elde edilmektedir

(Sekil 2.36) [51].

9@
== Monomer

Temel hal durumundaki pi,ecn (| e Eksimer
Ex: 345 nm Monomer :En
\ lh‘-f floresansi E
=
f Em: 375 nm E \
9@ 2
LI g :
¢
. G
Uyanimis piren o
Ex: 345 nm | Eksimer
\ % floresans T . \
v f Em: 475 nm 500 600
@% Dalga boyu (nm)
Dimerik piren

Sekil 2.36 Piren eksimeri olusumu. Ex: Uyarma, Em: Emisyon [43]
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Eksimer olusumu iki sekilde gergeklesmektedir. Birincisi, dogal bir bazik monomerin
notrlestirilmis ortagi ile karsilasmasi ile olurken ikincisi, radikal bir katyon ile bulusan
radikal bir anyonun tepkimesi ile olmaktadir. Bir ¢dzeltinin monomer ve eksimer
floresansi, c¢arpisma hizina ve molekiller arasindaki mesafeye baglidir. Eksimer
olusturan gruplar arasindaki mesafe 0,3 nm veya daha azdir. Bu 6zellikleri kullanarak,
proteolitik enzimler igin eksimer floresans ozellikli peptit substratlar gelistirmek

mumkidndar [52], [53].

2.14 Jel Filtrasyon Kromatografisi

Biyopolimerlerin hidrodinamik hacmi ve molekil agirligina gore boyutlandiriimasi igin
kullanilan bir yontem olan jel filtrelemenin evrimi, Porath ve Flodin'in boyut dislama
kromatografisi (SEC) yontemlerini kullanarak capraz bagli dekstranlar icin gelistirdikleri
yontemler 1959'da basladi ve boylece yeni bir yontem, literatiire kazandirildi. Bu yontem
peptidler, proteinler, DNA pargalari, enzimler ve benzeri biyokimyasal molekillerin
calismalarinda kullanilir. Jel filtrasyon kromatografisi, ayirmanin, bir kolona paketlenmis
bir jel filtrasyon ortami araciligiyla molekiler boyutlarina ve bicimine gére ayirmaya
dayandigi 6zel bir bolme kromatografisidir. Bazi istisnai durumlar haricinde genel olarak,
ornek karisimdaki bilesenlerin ayrilmasi, molekil agirligi ile iligkilidir. Bu gibi durumlarda
jel filtrasyon, karakterize edilmemis bir molekilin molekiler agirligini belirlemek igin

analitik bir yontem olarak kullanilabilir [54].

2.14.1 Jel Filtrasyon Kromatografisi ile Protein Saflastirma

Jel filtrasyon kromatografisi, herhangi bir baglama gerceklestirmeyen bir yontemdir
(6rnek bilesenlerinin hicbir konsantrasyonunun degismedigi anlamina gelir). Boyut
dislama kromatografisinin temel ilkesi ise oldukca basittir: Jel parcaciklari ya da
gozenekli matrisin bir kolonu, ayrilmasi gereken molekiiller icin uygun bir mobil faz ile
denge halindedir. Sephadex, Sepharose ve Bio-gel; genellikle ¢aplari 100 mm (0,1 mm)
olan bu mobil fazin ticari preparatlaridir. Bliyiik molekiller, gézeneklerden tamamen
cikartiir ve jel parcaciklari veya matrisi arasindaki boslugu gecerek 6ncelikli olarak
hareketli faza gecerler. Daha kiiciik molekiller, molekiiler elek icerisinde ve disindaki

hareketli faz arasinda dagilir ve daha sonra yavas bir hizda kolondan gecer, boylece daha
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sonra hareketli fazda tasinarak atik suda goériinecektir (Sekil 2.37). Yiklenen 6rnek
hacmi, kiiguk tutulmalidir. Hedef protein ile ¢ikarilacak kirlilikler arasindaki ¢ozinarlik
ylksekse, daha bliyik 6rnek hacimleri bile uygun olabilir. Proteinin stabilitesini ve

aktivitesini destekleyen bir tampon segmek ise olduk¢a 6nemlidir [26].
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Sekil 2.37 Proteinin Jel Filtrasyon Kromatografisi ile saflastiriimasi

Kiguk hacimli proteinlerin karisimi, gézenekli boncuklarla dolu bir kolona uygulanir.
Blyuk proteinler boncuklarin i¢ hacmine giremediginden, kiiciik proteinlerden daha

cabuk sistemden cikarlar [26].

Jel filtrasyon kolonunun ayirma profilinde iki u¢ mevcuttur. Jel filtrasyon boncuklarindan
tamamen cikarilacak genis bir kitle ve jel filtreleme boncuklarinin gézeneklerinde
tamamen birikecek kiiclik kiitle bulunur. Sisteme verilen 6rnegin, bu iki aralik arasinda

¢Ozlinenler hari¢ tutulan ve kapatilan kismi, s6z konusu hacimler arasinda akacaktir

(Sekil 2.38) [55].
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Dahil olan
hacim (i)
Harig olan
hacim (Vo)
Kolonun bos 1/3 2/3 Regine tarafindan
hacmi doldurulan kolon
hacmi

Kolon hacmi

Sekil 2.38 Jel filtreleme kromatografisinde kullanilan stitunun ayirma profilindeki iki uc.
Harig olan hacim (V,) yaklasik olarak kolon hacminin (i¢te birine esittir, dahil olan hacim
ise yaklasik olarak kolon hacminin Ugte ikisine esittir [55]

2.14.2 Jel Filtrasyon Kromatografisinin Mekanizmasi

Jel filtrasyon kromatografisi, sivi molekillerin iki sivi faz arasinda dagildigi, jel
gozeneklerindeki sivi (i) ve jelin disindaki sivinin (ii) bulundugu bir sivi-sivi ayirma
kromatografisi ornegidir. Jel filtrasyonu islemi, Steril Haric Tutma Mekanizmasi
tarafindan tanimlanir. Jel pargaciklari ise gézenek boyutlari araliginda oldugu igin, kiiglik
molekiller ¢ok sayida gbézenek icine girebilirken blyldk molekillerin icine girdigi
gozenekler cok daha azdir. Dolayisiyla, toplam gézenek hacminin farkh fraksiyonlarina
farkli ebattaki molekdiller erisebilir. Bu nedenle, farkli boyutlara sahip molekdiller bu iki
sivi faz arasindaki dagilim katsayisinda farklihk gosterecektir (kigik molekiller
gozeneklere daha fazla girebildikleri halde daha biylik molekiiller gbzeneklere daha az

girebilirler) (Sekil 2.39) [55].

Cozicdi ile sisirilmis bir jel ile doldurulmus bir kolonun toplam hacmi (V:) séyle yazilabilir:
Vi=Vg+Vi+ Vo (2.45)
Vg : Jel kati matrisi tarafindan doldurulan hacim

Vi: Gozeneklerde veya bosluklarda tutulan ¢ozlicliniin hacmi

Vo: Jel partikillerinin disinda kalan serbest hacim

Karistirma veya diflizyon gerceklestiginde, verilen tirlerin diflizyon dengesi ve alikonma

hacmi (Vg), asagidaki esitlik 2.46 ile yazilabilir:
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VR = V(int.) + Kg V(int.) (2.46)
Dagilma katsayisi (Kq) ise, esitlik 2.47 ile hesaplanabilir:

Ka = Vi(ace) / V(total) (2.47)
Vi(ace): Erisilebilen gbzenek hacmi

V(total) : Toplam gézenek hacmi

V(int.): Gegis hacmi

Bosluk hacmi V, Toplam hacim V,

Sekil 2.39 Bir jel filtrasyon kolonuna dair hacim agiklamasi. V: -V, esitligi, matrisi
olusturan kati materyalin hacmini agiklar [56]

2.15 Reaktif Protein Gruplari ve Modifiye Edici Ajanlari

Proteinlerin kimyasal reaktivitesi, sirasiyla sahip olduklari amino asit yan zincirlerine ve
ayrica sirasiyla N- ve C- terminal uglarinin serbest amino ve karboksil gruplarina baglidir.
Bununla birlikte, proteinlerin terminal uglarindaki kalintilar, kimyasal modifikasyon icin
pek fazla katkida bulunmazlar; ¢linkii bunlar, proteindeki genel amino asit sayisiyla
karsilastirildiginda oldukga sinirhi sayidadir [57]. 20 amino asitte hidrofobik kalintilarin
alkil yan zincirleri, tim modifikasyon amaclari icin kimyasal olarak inerttir. Clink{i serin
ve treonin amino asitlerinin alifatik hidroksil gruplari, su tiirevleri olarak distinilebilir ve
bu nedenle disiik reaktiviteye sahiptirler. Hidrofilik yan zincirlerin sadece sekiz tanesi

kimyasal olarak aktiftir (Sekil 2.40) [58].
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Alkilleme Diger -

Amino Asit AKTif Yan Zincir ya da Arilleme Acilleme  Oksidasyon Reaksiyonlar
Sistein CH.SH - - - ad.fh
Lizin NH, - - — cog
Metiyonin SCH - - + i
H
."._'l"
Histidin [ N{) - + + !
Tirozin —Q OH + . + ab.cd
Triptofan 2 | o + - + b
N~
H
*H
Arjinin — NH—C ——NH; - - - £
Aspartik ve Glutamik Asit COWOH - + - de

* Diger reaksiyonlar ise soyledir: iyotlasma (a), nitratlasma (b), diazotlasma (c), esterlesme (d), amitlesme () ve
ciwvali reaksiyonlar (f), dikarboniller (g), siilfenil halojeniirler (h) ve siyanojen bromdir {i}.

Sekil 2.40 Aktif yan zincirlerin kimyasal reaksiyonlari [58]

Arjinin amino asitinin guanidinil grubu; sirasiyla aspartik ve glutamik asitlerin B- ve y-
karboksil gruplari, sistein stlfidril grubu, histidin imidazolil grubu, lizin e-amino grubu,
metiyonin tiyoeter kismi, triptofan grubu ve tirozin fenolik hidroksil grubu. En 6nemli
reaksiyonlar ise alkilasyon ve agilasyondur. Alkilasyonda bir alkil grubu niikleofilik atoma
aktarilirken, acilasyonda bir acil grubu baglanir. Cogu protein modifikasyonu; amino
asitlerin yan zincirlerinde yer alan niikleofilik reaktif gruplar tarafindan kolayca ayrilabilir
bir grubun cikarilmasini iceren nikleofilik atak reaksiyonlari seklindedir (Sekil 2.41).
Boyle bir bimolekiler niikleofilik yer degistirme reaksiyonu, yani Sx2 mekanizmasi, en
azindan iki faktore baghdir: Ayrilan grubun 6zelligi ve saldiran grubun nikleofilikligi.

Ayrilacak grup ne kadar kolay ¢ikarsa, reaksiyon o kadar hizl gergeklesecektir [59], [60].

Sekil 2.41 Nukleofilik yer degistirme reaksiyonu, Sy2 reaksiyon mekanizmasi
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Nikleofil (Nu:) ayrilan gruba ve yer degistiren bir elektron eksik olan merkez atoma
saldirir (X:) [59]. Sdlfidril grubu, aprotin icerisindeki reaktif fonksiyon grubudur (N-
etilmaleimid, N-pirenilmaleimid vb.). Sulfidril gruplari, amino gruplarina kiyasla cok daha
hizli tepki verirler (Sekil.2.42). Ortaya c¢ikan tiyoeter bagi ise olduk¢a kararlidir ve

fizyolojik kosullar altinda parcalanamaz [59].

~ f
/A /

Protein-5~ 4+ [ ;-N CH,CH; —— Protein-5 A\

Y | N—CHCH;
I|I:| - II..I
0
NEM

Sekil 2.42 N-etilmaleimidin (NEM) sulfidril grubu ile reaksiyonu [59]

Tiyol gruplari iceren maleimidlerin kantitatif reaksiyonu, tiyol gruplarinin
spektrofotometrik kantitatif tayini icin énemlidir. Ornegin; seyreltik bir cozeltide, pH
6'da N-etilmaleimidin 300 nm'deki absorpsiyonundaki azalma, tiyol gruplarinin kantitatif
tayini igin kullanilabilir. Proteinlerin bulundugu yerdeki amino grubunun fazla olmasi, o
proteini en 6nemli kimyasal degisiklik hedefi yapar. Silfidril gruplarina kiyasla amino
gruplari, yiksek pH'da a-haloasetil bilesikleri ile ¢cok yavas reaksiyona girer. O zaman
dahi, reaksiyon hizi tiyoliin yalnizca ylzde biri kadardir. Serbest sulfidril grubunun
olmadigl veya tiyolun gomili oldugu ve tepkimeye girmedigi proteinlerde, amino
gruplarinin a-Haloasetil bilesikleri ile verdigi reaksiyonlar 6nem kazanmaktadir.
Haloasetatlar gibi maleimid tirevleri, alkali pH kosullarinda sadece amino gruplariyla
reaksiyona girer. Amino gruplarinin maleimidlerle reaksiyona girmesi igin iki uygun yol
vardir (Sekil 2.43). Birincisi, amin grubunun azotu, maleimid halkasinin ¢ift bagina
saldirabilir veya ikinci olarak karbonil, karbon grubuna eklenir ve ardindan halka
aclimasiyla acillenebilir. Hangi vyol secilirse secilsin, maleimidlerin aminlerle

reaksiyonlari, notr seviyenin Gstindeki pH degerlerinde olduk¢ca 6nemlidir [60].
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Sekil 2.43 N-maleimidlerin protein amino gruplari ile reaksiyonlari [60]

Acilleme ajanlarinda, ayrilan bir gruba, yer degistiren karbonil karbonundaki nikleofil
gruplar saldinir (Sekil 2.40). izosiyanatlar ve izotiyosiyanatlar; proteinlerin amino,
sulfhidril, imidazolil, tioksil ve karboksil gruplari ile reaksiyona girer ancak sadece amino

gruplari ile stabil Grlnler olustururlar (Sekil 2.44, A ve B) [59].
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Sekil 2.44 Amino gruplarinin agilleme reaksiyonlari

Her bir reaksiyonda her bir harfin aciklamasi soyledir: (A) izosiyanat; (B) izotiyosiyanat;
(C) imidoester; (D) N-hidroksistiksidinimidil ester; (E) p-nitrofenil ester; (F) agil klorilr ve

(G) stilfonil klortr [60].
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

3.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Cizelge 3.1 Kullanilan kimyasal maddeler

Madde adi Firma adi Katalog No
Dimetil sulfoksid (DMSO) Fluka 34943
5 i Fluka 05488
Sigir serum alblimin
(BSA)
Sodyumdihidrojenfosfat Fluka 71505
dihidrat(NaH,P04.2H,0)
Sefadeks G-75 Sigma 17-005001
Sodyum kloriir Sigma
Sodyum hidroksit(NaOH) Fluka 71689
o Fluka 93610
Tripsin
N(1Pirenil)maleimid(PM) Fluka 82656
Metil alkol Merck 106008
Etil alkol Merck 818761
Merck 822265
Kloroform
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3.1.2 Kullanilan Cihazlar

> Distile su cihazi: Maxima Ultra-Pure Water (YTU).

» UV/Vis spektrofotometre: UNICAM UV/Vis Spectrometer UV2 (YTU), Kiivet Hellma,
104-QS (YTUO).

» UV/Vis spektrofotometre: Perkin Elmer Lambda 25 UV/Vis Spectrophotometer
(YTU), Kiivet Hellma, 104-QS (YTU).

» Zaman ayrimli floresans spektrofotometresi: PTI C-71 Time Master System (YTU),
Kivet: Hellma 111-QS (YTU), Hellma 119.000F-QS (YTU).

> Analitik Terazi: Sartorius ED224S (YTU).

» Jel Gegirgenlik Kromatografisi Cihazi: Viscotek GPC max VE 2001 GPC Solvent/Sample
Module. Kolon: Shimadzu Shim-Pack 300 diol (YTU).

> Sicaklik kontrollii calkalamali inkiibatér: Sartorius Certomat IS (YTU).

> Ultrasantrifiij: Sigma-3K30 (YTU).

3.2 Galismanin Amaci, Kapsami ve Uygulanan Yontem

Proteolitik enzimler fizyolojik aktivitelerine ilaveten AIDS, SARS, kanser vb. bir¢ok
hastalikta &nemli rol oynamaktadir [7], [9]. Ornegin kanser hiicreleri etkilerini gdstermek
icin kendilerine ¢ogalma ve yayilma alani agmak amaciyla ¢evre dokulari tahrip etmek
icin salgiladiklari proteazlari kullanirlar. Farkh kanser hiicrelerinin, bir¢ok zararli viriis ve
bakterilerin Urettigi proteazlarin tespit edilmesi, glinimiizdeki hastaliklarin yayilmasini
Onlemede ve teshisinde biylk 6neme sahiptir. Bu konuda cesitli proteaz tirlerinin

taninmasi ve aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla mikroanaliz yontemleri gelistirilmistir
[9].

Proteolitik enzimlerin endopeptidaz aktivitelerinin belirlenmesinde karsilasilan en
onemli sorunlar uygulanilan yontemlerin duyarliligi ve substratin secimidir [7]. Tarihsel
olarak bakildiginda kazein ve hemoglobin, kolay ve ucuz bir sekilde temin edilebildikleri
icin proteolitik enzim c¢alismalarinda en ¢ok kullanilan substratlar olarak bilinir [7].
Proteazlarin dogal substratlari genellikle absorpsiyon veya emisyon spektroskopisinde
uyarma sonucu Ozel sinyaller Uretebilen bir yapiyl olusturabilmek icin organik bir
maddeyle kompleks olusturulur. Ayrica bu sireg, proteolitik enzimin etki mekanizmasi

ele alinarak sentezlenen sentetik peptid substratlara da uygulanabilir. Buradaki amag;
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sinyallerin gosterecegi karakteristik degisimleri, enzim aktivitesine kalitatif ve kantitatif
olarak yansitabilmektir [7], [9]. Antrasen, floresein, rodamin, piren vb. floresans 6zellige
sahip bircok sayida organik madde; yapilarinda meydana gelen kimyasal degisikliklerle,
proteinleri olusturan L- a aminoasitlerin alkil yan zincirlerinde bulunan —COOH, -SH, -
NH; gibi fonksiyonel gruplara kovalent baglarla baglanir. Bu kompleksler; enzim
aktivitesinin gozlemlenmesi, proteinlerin ¢ozelti ortaminda meydana getirdigi yapisal
degisikliklerinin incelenmesi, klinik tetkikler, membran gegirgenligi vb. amaglar igin

sentezlenmektedir.

Enzimlerin katalitik aktivitesini arttirmak amaciyla polimerlerle yapilan konjugasyon
glinimizde de hala detayli bir ¢alisma sahasina sahip olan biyomakromolekiiler
kimyanin 6nemli bir arastirma konusudur [1], [59]. Calismamizda serin proteazlar sinifina
ait olan tripsin enziminin sigir serum albiimin (BSA) Uzerinde bulunan proteolitik
aktivitelerini florometrik yontemle belirlemek ve aktivitelerinin farkhligini gésterebilmek
amaciyla N-1-pirenilmaleimid (PM) uygun reaksiyon kosullarinda baglanarak PM-BSA
kompleksi sentezlendi. Bu baglanma reaksiyonu hassas bir sekilde PM-BSA lizerine
proteaz aktivitesini gozlemlememizi saglayan eksimerleri olusuracak bigimde
gerceklestirildi. Daha sonra jel filtrasyon islemi yapildi. Jel filtrasyon isleminin ardindan
sogutmali santrifiijde ultrafiltrasyonla birden fazla saflastirilan PM-BSA kompleksi
Uzerinde belli floresans omiir Ozellikleri gosteren eksimerlerin, proteoliz islemi
sonrasinda hidrolizatlarda sergiledigi yeni floresans Omirler proteazlarin 6zgin
aktivitelerinin belirteci olarak degerlendirildi. N-1-pirenilmaleimid (PM) ; secici olarak
serbest —SH gruplarinin belirlenmesinde kullanilan nétral pH ortaminda serbest silfhidril
(-SH) gruplarina baglanir ve bu ylizden sistein amino asitlerinin kantitatif tayini icin
kullanihr [1], [44]. BSA; yapisinda 35 sistein amino asidi bulundurur ve bu amino
asitlerden 34 nolu sistein amino asidi (Cys34) haric digerleri 17 disulfid bagi ile sistinleri
olusturarak BSA vyapisinin stabilitesini arttirir [36]. Buna gobre eksimer emisyonu
olusturmak icin iki piren halka sisteminin BSA lzerinde uygun konfigiirasyonlarda 0,3-
0,5 nm’lik konumlarda karsilikh pozisyonlarda durmasi gerektiginden [38], [39], BSA
yapisinda Cys34 (zerindeki tek serbest -SH grubunun PM ile modifikasyonu eksimer
emisyonu Uretmeye olanak tanimaz. Calismamizda eksimer emisyonunu elde etmek

amaciyla PM’in bazik kosullarda (pH:9), hem serbest—NH, hem de serbest—SH gruplarina
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baglanabilme (Sekil 2.38, Sekil 2.39) 6zelliginden [44] faydalandik ve Sekil 4.11, 4.13 ve
4.19’daki floresans spektrumlarinda 450-470 nm arasinda yeni ve yaygin bir pik seklinde
beliren eksimer emisyonlari [38], [39] amin gruplari Uzerindeki bu modifikasyonun
gerceklestigini kanitladi. Floresans omir dagilimindaki degisiklikler serbest tripsin ve
PAA-tripsin konjugati aktiviteleri arasindaki farkliliklari belirlemek igin kullanildi.
Literatlrde; tez calismamizi 6zel ve essiz yapan serbest ve PAA konjugath tripsin
arasindaki aktivite farkliigini agiklayan floresans émur dagilimindaki degisikliklerle ilgili

daha 6nce bir ¢galisma yapilmamis olunmasidir.
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BOLUM 4

DENEYSEL BOLUM

Biyomakromolekdillerin uygulama alanlari ve 6zellikleri sentetik polimerleri baglayarak
gelistirilmistir ve daha da genisletilmistir. Enzim immobilizasyonu enzimlerin katalitik
stabilitesini gelistirmek amaciyla yapilir ve nétr olan katalizérlerin uygulama alanlarini
genigletebilir. Enzim immobilizasyonu igin glnimizde sentetik organik polimerler,
biyopolimerler, hidrojeller, inorganik destekler ve akilli polimerler de dahil olmak tizere
pek cok kimyasal madde kullanilir ve dolayisiyla bu maddeler sayesinde iyi bir enzim
aktivitesi ve kararli termostabilite oOzellik goézlemlenir [1]. Enzimlerin kovalent
immobilizasyonu igin kullanilabilen bir dizi fonksiyonel grup; amino, hidroksil, karboksil
ve fenolik gruplariigerir. Konjugasyonun fiziksel yapisi ve kimyasal bilesimi de immobilize
edilen tirlerin mikro kosullarini ve dolayisiyla biyolojik 6zelliklerini etkileyebilir [2].
Enzimlerin polimerlerle yapmis oldugu immobilizasyon ve konjugasyon calismalari; tip
alaninda, temel bilimlerde ve bir¢ok alanda da kolaylik saglayabilir [3]. Bu calismada, PM-
BSA kompleksinin floresan 6mir dagilimlar Gzerinde zamana dayali spektroflorometre
kullanilarak, poliakrilik asit (PAA) ile tripsinin kovalent konjugatinin aktivitesi incelendi.
GCalhsmamizin amaci serbest tripsin ve PAA-konjuge tripsin maddelerinin PM-BSA
kompleksinin floresan 6mir dagilimlari Gzerindeki proteolitik etkileri arasinda belirgin
farklhiliklar olup olmadigini arastirmaktir. Bunu belirleyebilmek icin; [61]'deki metoda
gore sentezlenen PM-BSA’nin eksimer floresansin verilerini kullandik. Uyarilmis hal
dimer kompleksleri, sadece uyarma siiresince varliklarini siirdirirler. Proteinlerin
denatlirasyon ve hidrolizlenmeleri ile ilgili detayli bilgiler proteinlerin ¢ boyutlu
yapisinda meydana meydana gelen degisikliklerden kolaylikla etkilenen eksimer

emisyon degerleri kullanilarak elde edilebilir [51], [52], [53]. Uyarma kesildiginde,
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dimerler monomer formlarina pargalanarak uyarilmis dimerik hal kaybolur. Eksimer;
ayni molekdllerin olusturdugu uyarilmis hal dimerlerine, farkli molekiillerin olusturmus

oldugu uyarilmis hal dimerlerine de eksimer denir [38], [43].
Calismamiz asagida belirttigimiz yolu izleyerek gergeklestirilmistir:

a- PM-BSA sentezi 6ncesinde, deneylerimizde kullandigimiz PM ve BSA reaktiflerinin
(floresans bozunma egrileri, floresans spektrumlari, floresans omir dagihimlar)
floresans ozellikleri "PTI Time Master C 71" markasina sahip zaman ayrimli

spektrofotometrede belirlendi.

b- PM-BSA kompleksi (pH: 9, +37 °C) uygun kosullar altinda sentezlendi ve kompleksin

floresans ozellikleri belirlendi.

c- PM-BSA kompleksi jel filtrasyon kromatografisi ve ultrafilltrasyonla saflastirildi.
d- Saflastiriima sirasinda PM-BSA 6rneginin PM/BSA mol orani hesaplandi.

e- PAA ile tripsin enzimlerinin konjugasyonu saglandi.

f- Saflastirilan PM-BSA 6rnegi, tripsin proteazlarinin etkisine birakildi.

g- Proteoliz sonrasi olusturulan proteaz Uriini hidrolizatinin floresans bozunma ve
floresans spektrum egrileri  "PTI Time Master C 71" zamana bagiml
spektroflorometreden elde edildi ve bu egrilere ait verilerden faydalanarak, cihaza bagl
bilgisayara kurulu olan ve cihaza bilgisayarla kumanda etmemizi saglayan Felix32

programinda yer alan ESM ile floresans dmir dagilimlari belirlendi.

Serbest tripsin ve PAA ile konjuge edilen tripsinin aktiviteleri tarafindan lretilen PM-BSA
hidrolizatlarinin ve PM-BSA’nin floresans émur dagilimlari karsilastirildi. Hidroliz dncesi
ve sonrasl elde edilen floresans 6mir dagilimlar karsilastirdiginda; ayni substrattan
(PM-BSA) proteaz (tripsin) etkisi sonucu elde edilen hidrolizatlara ait floresans émiur
dagilimlarinin  belirgin farklihklar sergiledigi ortaya c¢ikarildi. Floresans oOmir
dagilimlarindaki bu farkhliklarin hidrolizatlardaki peptid iceriklerinin farkhligindan
kaynaklandigi ve bu nedenle ilgili proteazin aktivitesine 6zglin oldugu ve proteazlar igin

birer parmak izi islevi gorebilecegi sonucuna ulasildi.
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PM-BSA'nin hidrolizatindan PAA-tripsin biyokonjugatiile tiretilen floresan 6mur dagilimi;
es zamanh olarak tripsin aktivitesinin 6nemli 6l¢lide azaldigini gosterdi. Bu sonug,
kovalent modifikasyonun bir sonucu olarak PAA’nin tripsinin aktif bolgesine
baglanmasindan kaynaklanmis olabilir. Bununla birlikte, aktif bolgenin dis kismina yakin
bile olsa, PAA- tripsin konjugati tarafindan uretilen hidrolizat igerisindeki peptitlerin
konumunun floresans 6mir dagiimindaki degisikliklerle hassas bir sekilde izlenebilecegi

gorilmustir.

Yukarida maddeler halinde siraladigimiz ¢alismamizin asamalari asagida detaylari ile

sunulmaktadir:

4.1 N-(1-pirenil)maleimid (PM)in Absorpsiyon ve Emisyon Ozelliklerinin

Belirlenmesi

PM-BSA’yi sentezledikten sonra baglanma oranlarini belirleyebilmek icin; molekiil yapisi
Sekil 4.1'de gosterildigi gibi PM’in stok ¢ozeltisinden “8 mg PM/mL DMSQ”, Tris-HCI
tamponundan da (0,025 M, 0,1 M NaCl, 0,005 M CaCly, pH:8) alinarak hazirlanan 8x10>
M ¢oOzeltisinin  absorbans spektrumu “Perkin Elmer Lambda 25 UV/Vis

Spectrophotometer” cihazinda Hellma 104-QS kiivet kullanilarak alindi (Sekil 4.2).

Sekil 4.1 N- (1-pirenil)maleimid (PM)
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Sekil 4.2 Tris-HCI tamponunda (0,025 M, 0,1 M Nacl, 0, 005 M CaCl;, pH:8) hazirlanan
8x10° M PM’in absorbans spektrumu Azso = 1,0291; Aszsq = 1,0548; Kor: 1,994mL
Tris.HCl (pH:8) ve 6uL DMSO (%0,3) karigimi

Sekil 4.2’de 280 nm’de PM’in absorbansinin oldugu gorilmektedir. Bu absorbans, PM-
BSA’nin protein igeriginden kaynakli 280 nm’deki karakteristik absorbansi (Sekil 4.8) ile
cakisir. PM-BSA kompleksi sentezlendikten sonra, PM/BSA mol orani hesaplanirken
PM’in PM-BSA absorbansina yaptigi katki, dizeltme faktorl (DF = Apm-280nm/Apm-344nm=
1,0291/1,0548 = 0,976) kullanilarak giderilmistir.

PM’nin zaman ayrimli emisyon spektrumu da ayni sartlar altinda alindi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Tris-HCl tamponunda (pH:8) 0,025 M, 0,1 M NaCl, 0,005 M CaCl,, 5x10° M
PM’in zaman ayrimli floresans spektrumu.(Aexc: 337 nM; Aemis-max-monomer:382 nm;
integrasyon siiresi: 0,1 s; ilerleme sayisi: 0,25; Geciktirme siiresi: 117 ns; Tekrarlama
sayisi: 3

Sekil 4.3’ten de gorildigi gibi PM’in karakteristik monomer emisyon piki 382 nm
civarinda bulunmustur. 382 nm dalga boyundaki PM floresansinin zamana dayal

bozulmasi Sekil 4.4’de verilmektedir.
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Sekil 4.4 Tris-HCl tamponunda (0,025 M, 0,1 M NaCl, 0,005 M CaCly, pH:8) 3x10° M PM
floresans bozunma egrisi, bozunma verilerinin egriye uyarlanmasi ve floresans émir
dagilimi(ESM, Ki-kare:1,007). Sacici egrisi, lamba pulslarinin zamana goére azalma
profilini vermektedir. Aexc: 337 NnM; Aemis.max: 382 nm; integrasyon siiresi: 0,1; Kanal
sayisi: 400; Tekrarlama :3
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PM floresans bozunma grafiginden elde edilen verilere gore; “PTI Time Master C-71”
markali spektrofotometre cihazimizdaki Felix32 programinda bulunan ESM analiz
prosediirt uygulandi. Bu analize gére bozunma verilerine en uygun egri ve bu egrideki
verilere gore floresans 6mur dagihmi; ESM yontemi icin uygulanan Ki-kare analizi (Esitlik
2.43) ile PM’in Kikare degerinin 1,007 oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Sekil 4.4’te PM’in

floresans dGmir dagiliminin 15-20 ns arasinda oldugu gosterilmistir.

4.2 BSA’nin Absorpsiyon ve Emisyon Ozellikleri

BSA'nin Tris-HCl (pH:8) tamponunda alinan absorbsiyon spektrumunda (Sekil 4.5)
karsilasildigi gibi proteinlerin yapisinda bulunan (g halkali aminoasit (fenilalanin,
triptofan, tirozin) vasitasiyla UV bolgede 280 nm civarinda maksimum pik verirler.
Triptofanin absorbsiyon siddeti, esit konsantrasyonlarda ve belirli (optimum) sartlar

altinda tirozinle karsilastirildiginda yaklasik dort kat daha gigludur.

Triptofanin floresans 6zelligi diger iki aminoaside gore daha baskindir. Triptofan icerikli
proteinin floresansi, triptofanin bulundugu konuma gore farkhliga sebep olur. Proteinin
konformasyonunda meydana gelen degisiklikler, substratin baglanmasi, alt birimler ile
arasindaki iliski ve proteinlerin yapisinda bazi degisiklikler sonucunda meydana gelen

denatiirasyon triptofanin bulundugu konumu etkileyen baslica faktorlerdir.
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Sekil 4.5 Tris-HCl tamponunda 3x10° M BSA (pH:8, 0,025 M, 0,1M NaCl, 0,005 M CaCly)
absorbans spektrumu

Sekil 4.6’da PM ile ayni kosullar altinda hazirlanan BSA’nin floresans spektrumu
gosterilmektedir. BSA’nin maksimum floresans emisyonu Tris-HCI tamponunda (pH:8,
0,025 M, 0,1 M NaCl, 0,005 M CaCly) zaman ayrimli floresans spektrumu yaklasik olarak

334 nm civarinda gozlenmektedir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Tris-HCl tamponunda (pH:8, 0,025 M, 0,1 M NaCl, 0,005 M CaCly,) 8x10™> M.
BSA zaman ayrimli floresans spektrumu Aemis.max: 334 NM, Aexc: 295 nm ; integrasyon
stiresi: 0,1; ilerleme sayisi:0,25; Geciktirme siiresi : 117 ns; Tekrarlama sayisi : 3

Bu maksimum emisyon dalgaboyunda elde ettigimiz floresans bozunma grafigi
sayesinde, Felix 32 programinin icermis oldugu ESM analizi prosedulri kullanilarak
bozunma verilerine en uygun egri ve bu egrinin verilerine gére BSA’nin floresans émiir
dagihmi ESM analizi icin uygulanan Ki-kare analizi (esitlik 2.46) ile Ki-kare: 0,9949
degerine ulasilarak elde edildi (Sekil 4.7). BSA’nin floresans émriiniin 4 ns ve 6 ns

civarinda iki pik seklinde dagilim gosterdigi grafik Sekil 4.7’de verilmektedir.
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Sekil 4.7 Tris-HCl tamponunda (pH:8 ; 0,025 M, 0,1 M NaCl, 0,005 M CaClz) 8x10™ M.
BSA floresans bozunma egrisi, bozunma verilerinin egriye uyarlanmasi ve floresans
omur dagilimi (ESM, Ki-kare:0,9949). Soldaki sacici egri, lamba pulslarinin zamana gore
degisimini verir. Aemis.max: 334 NM ; Aexc: 295 nm; integrasyon siiresi : 0,1; Kanal sayisi:
400; Tekrarlama sayisi : 3

4.3 PM-BSA Kompleksinin Sentezi

Floresans karaktere sahip maddelerle proteinlerin modifikasyon reaksiyonlarinda
genellikle “1 mg Protein/mL” veya daha fazla protein miktari kullanilir [14], [39], [46].

Calismamizda eksimer floresansini olusturmak icin BSA’nin serbest -NH; ve -SH
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gruplariyla yliksek oranda PM baglanmasini saglayacak olan fosfat tamponu icerisinde
[38] (PBS; 0,01 M NaH;PQa, 0,15 M NaCl, pH:9) “20 mg BSA/mL” BSA stok cozeltisi
hazirlandi. PM stok ¢ozeltisi de dimetilstlfoksit (DMSO) icerisinde “8 mg PM/mL DMSO”
konsantrasyonunda hazirlanarak +4°C’de uzun siireli kullanimlar igin saklandi. PM ile
BSA'nin konjugasyon (Sekil 4.8)reaksiyonu igin, Eppendorf tlpl igerisinde toplam
reaksiyon hacmi 1000 pL olacak sekilde asagidaki ¢ozeltiler belirtilen hacimlerde

birlesitirildi;

o -

—Pyr Bazik pH

BSA-NH; + i/é
ﬂo NH_W
(o]

N
NH-BSA

o
BSA-S- + (l N—Pyr ——— BSA-S

Notral pH N—Pyr

o

N-(1-pyrenylmaleimide) (PM) BSA PM PM-BSA

Sekil 4.8 PM ile BSA’nin konjugasyon reaksiyonu mekanizmasi

I. 250 pL. BSA stok ¢ozeltisi (20 mg.BSA/mL PBS)

W 2504
20x10°(g) x A
<2079 0004

Ngop = Mesa _ = 7,58x10°mol BSA/250uL PBS
MA,, 66000

Il. 282 pL. PM stok ¢ozeltisi (8 mg.PM/mL. DMSO), (MApm = 297,32)

PM mol orani, BSA’nin 100 kati oraninda belirlendi .BSA’'nin yapisinda tek serbest —SH
iceren sistein-34 amino asidi ile birlikte 60 lizin amino asidinin serbest &-NH; uclar
mevcuttur.Ve burada iki madde arasindaki mol orani farkinda amaclanan;bu serbest &-
NH. uclan ile  yiksek oranda PM’i modifiye etmektir. Buna gbére PM’den

Ny = Ngsa X100 =7,58x10"° x100=7,58x° mol alabilmek igin PM stok gézeltisinden

kullanacagimiz hacim;
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_ 7,58x10°° x1000,.(DMSO)
8x10°(g)PM
297,32

lll. 468 pL Fosfat tampon ¢o6zeltisi (0,01 M NaHPOg4, 0,15 M NacCl, pH: 9)

Y, =281,7107 4 = 282,. "Stok PM" (4.2)

Hazirlanan reaksiyon karisimi 24 saat boyunca +37 °C’de calkalamal inklbatérde

konjugasyon reaksiyonu icin beklemeye birakildi.

4.4 PM-BSA’nin Saflastirilmasi

Reaksiyon karisimindan PM-BSA kompleksini ayirabilmek igin; 1,5x20 cm boyutlarinda
Sephadex G-75 jeli ile dolu olan kromatografi kolonu kullanildi. Hareketli faz olarak
bidistile su kolondan gegirildi ve hazirlanan fraksiyonlar 2 mL’lik tiplerin igerisine alindi.
"Perkin Elmer LAMBDA 25 UV / Vis" spektrofotometre cihazi kullanilarak 344 nm’de PM-
BSA igerigine sahip oldugu belirlenen fraksiyonlar "Vivaspin 6 (Sartorius Stedim Biotech
GmbH, Vivaproducts)” Santrifiij Konsantratoriinde 6mL’lik hacimler halinde toplandi ve
toplanan numuneler “SIGMA 3K30” sogutmali santrifiij cihazi +4 °C'de 10000 rpm’de 2
saat sire ile santrifiijlenerek ¢ozlici uzaklastirildi. Elde edilen saf PM-BSA 6rnegi PAA-
tripsin hidrolizi icin uygun olan 6 mL Tris-HCI (0,025 M, 0,1 M NaCl, 0, 005 M CacCl;, pH:8)
tamponunda c¢ozilerek stok PM-BSA c¢o6zeltisi hazirlandi. [39]'daki yontem uygulanarak

yapilan mol orani hesaplamalari sonucunda bir PM /BSA orani 6 olarak hesaplandi.

4.5 PM-BSA Kompleksinde PM/BSA Mol Oraninin Hesaplanmasi

Saflastirma islemleri sonucunda elde edilen PM-BSA stok ¢ozeltisinden 1 mL alindi ve
Tris-HCI(0.025 M, 0.1 M NaCl, 0, 005 M CaCl;, pH: 8) tamponunda 3 mL’ye kadar
seyreltildi. Elde edilen ¢6zeltinin absorbans degerleri; "Perkin Elmer LAMBDA 25 UV / Vis
spektrofotometre cihaziyla Apm-ssa2sonm)=0,64939 ve A344nm=0,47672 olarak analiz edildi
(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Tris-HCl tamponunda (pH:8,0,025 M, 0,1 M Nacl, 0,005 M CaCl,,) PM-BSA
kompleksi absorbans spektrumu : Atoplam(280nm)=1,4687; A3a4nm=1,2007; Kor :
Tris.HCI(pH:8)

Esitlik 2.30 Lambert-Beer yasasi’ndan faydalanarak konsantrasyonun absorpsiyon
cinsinden ifadesi;

A
=— 4,

¢ eXb ( 3)
PM-BSA kompleksindeki PM ve BSA’nin konsantrasyonlarini oranlayacak olursak;

. npym ApM(344nm)

pPM __ V() __ éPM(344nm)xb
C T MBSA T Apsa(zsonm) (4.4)
BSA v etk S

E€BSA(280nm)xb

Esitliginde 15181n kiivet icinde aldig1 yol (b:1 cm) ve hacimler (V) ayni oldugundan bu
ifade; esitlik(4.5)" de oldugu gibi sadelestirilebilir:

npy ApM(344nm)
Cpm _ V() __ EPM(344nm) (4 5)
Cesa T BBSA T Apsa(zsonm) )
v €BSA
(280nm)

Sekil 4.2’de PM’ in 280 nm’de absorbsiyon yaptigl gézlenmektedir. Boylece PM-BSA
kompleksine ait 280 nm’ de gézlemledigimiz absorpsiyon; 4.6 no’lu esitlikte verilen

absorpsiyonlar toplamina esittir.

APM—BSA(ZSOnm) = ABSA(ZSOnm) + APM(ZBOnm) (46)

Esitlik 4.6’daki esitlikten BSA’ya ait absorpsiyonu ¢ekecek olursak;

Assaczsonmy = Pom_ssaczeonm — Pem(2800m) (4.7)
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esitligini elde ederiz. PM-BSA kompleksindeki PM’in absorbans degerine olan katkisini
belirlemek igin, BSA absorpsiyonu degerinin, kompleks olusumu ile degismedigini kabul
ederek saf PM’e ait absorbans degerlerinden faydalanabiliriz [62]. Sekil 4.2’de Tris-HCI
tamponunda (pH:8) 8x10> M PM absorbans spektrumunda molekulin 280nm ve 344nm
dalgaboylarinda verdikleri absorbans pik degerleri ; A2g0=1,0291 ve A344=1,0548'dir. Saf

PM’e ait bu absorbans degerleri birbirine oranlandigimizda,

APM(ZSOnm) — 110291
Aowiaaam  1,0548

sabiti elde edilir ve bu sabiti diizeltme faktori (DF) olarak kullanip esitlik 4.8’den; esitlik,

=0,9756351915= 0,976 (4.8)

4.9’daki esitlikteki gibi PM’in 280 nm’deki absorbansini 344 nm’deki gibi yazacak olursak;

Aemzsonm) = 0:976% Aoy aanm) (4.9)

ve boylece esitlik 4.10°U esitlik 4.7’yi baz alarak tekrar yazarsak;
ABSA(ZSOnm) = APM—BSA(ZSOnm) - 0’976X APM(344nm) (410)

PM-BSA’daki saf BSA absorbans degerini ifade eden esitlik 4.10 kullanilarak asagidaki
gosterildigi gibi PM-BSA kompleksindeki PM ve BSA’nin mol oranlarini ifade eden esitlik
4.11'i, esitlik 4.5’i tekrar diizenleyerek yazdigimizda;

Poussam
Com _Mem _ €pm(344nm) (4.11)
Cosn  Masa  Pemossaesonm = 0:976X Aoy sy

€BsA280nm)

denklemine ulasilir.

Bu basamaklardan sonra molar absorptiviteleri belirlememiz gerekir. Bu nedenle PM ve
BSA icin hazirladigimiz standart absorbsiyon egrilerinden faydalanildi (Cizelge 4.1, Sekil
4.10 ve, Sekil 4.11).
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Cizelge 4.1 Konsantrasyon degerlerine gore BSA’nin 280 nm’deki absorbans degerleri

Cesa(Molar) | Azso

1,0x10°® 0,037

3,0x10® 0,128

5,0x10® 0,199

8,0x10® 0,307

1,0x10° 0,354

BSA icin Cizelge 4.1 konsantrasyonlarin absorbans degerleri “OriginPro7.0” programi
kullanilarak grafik cizildi ve lineer regresyon uygulandi (Sekil 4.9). R=0,99573 sabitinin bu
degere ulasmasi sonucunda elde edilen egrinin egimi m = 37246,23116 bulundu. Bu

egim degeri BSA icin molar absorptivite (€ssa2sonm)) olarak alindi.

4.0x10™ 1
3.5x10™" 1 °
3.0x10™" 1 ®
g 2.5x10™" 1
o] _
o 1
p 2.0x10 > A, =ebC+n
c ]
S 1.5x10" - A, ,=mC+n
2 ] . m=37246,23116
< 1.0x10" - n=0
] R=0,99573
5.0x107 1
0.0 T T T T T T T T T T
0.0 2.0x10° 4.0x10° 6.0x10° 8.0x10° 1.0x10°
BSA - Molar Konsantrasyon

Sekil 4.10 Tris-HCl tamponunda (pH:8 0,025 M, 0,1 M NacCl, 0,005 M CaCl,, pH:8) BSA
standart absorbans egrisi
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PM’in molar absorptivitesini hesaplayabilmek igin; Cizelge 4.2’deki konsantrasyonlarin
absorbans degerleri  “OriginPro7.0” programi kullanilarak grafik cizildi ve lineer

regresyon uygulandi (Sekil 4.11).

Cizelge 4.2 PM‘in konsantrasyon degerlerine gore 344 nm’deki absorbans degerleri

Cem(Molar) | A344
1x10°® 0,021
3x10® 0,048
5x10® 0,090
8x10°® 0,138
1x10° 0,149

R=0,98943 sabitinin bu degere ulasmasi sonucunda elde edilen egrinin egimi m =

16125,62814 bulundu. Bu egim degeri BSA icin molar absorptivite (€pm(zaanm)) olarak

alindi.
1.6x10™ -
1 [ ]
1.4x10™ °
1.2x10™
§ 1.0x10™ A
g 1 )
¢ 8.0x107 - A,,=ebC+n
3 : A,,,=mC+n
Qo 2
S 6.0x10" m=16125,62814
_g 1 n=0
4.0x107 R=0,98943
2.0x10° D
0.0 T T T T T T T T T T !
0.0 2.0x10° 4.0x10° 6.0x10° 8.0x10° 1.0x10°
PM - Molar Konsantrasyon

Sekil 4.11 Tris-HCl tamponunda (pH:8 0,025 M, 0,1 M NacCl, 0,005 M CaCl, pH:8) PM
standart absorbans egrisi
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Standart egrilerden hesaplanan PM ve BSA’nin molar absorbans degerleri esitlik 4.11'de

yerine yazildiginda esitlik 4.12 elde edilir;

~ Pouuam
Com _Mem _ 16125,62814 (.12)
Casa  Nasa APM—BS/-\(ZBOHm) —0,976x APM(344) )
37246,23116

Esitlik 4.12’de; saflastirma sonrasinda hazirladigimiz PM-BSA ¢ozeltisinin 280 nm ve 344
nm’deki absorbans degerleri yerine yazildiginda, PM-BSA kompleksinde “npm/nesa” mol
orani 6 olarak bulunmustur (Esitlik 4.13).

0,47672
Cpm 1612562612 2,95628794x1073 5980
= —) = = 653874 = 6 4.13
0,64939—-0,976X0,47672 4,943084824)(10_6 ) ( )

C
BsA 37246,23116

4.6 PM-BSA kompleksinin Floresans Ozellikleri

Fosfat tamponu sadece baglanma reaksiyonu olarak kullanildi ¢linkl proteazlari inhibe
etme Ozelligi gozlemlendiginden dolayr PM-BSA'nin proteazlarla reaksiyonu sirasinda

Tris-HCl tamponu kullanilmistir [12].

PM-BSA’nin tripsin proteazlariyla reaksiyonundan 6nce, bu proteazin maksimum aktivite
gosterdigi sartlarda (pH:8) PM-BSA kompleksi ¢ozeltisinin zaman ayrimli floresans
spektrumu (Sekil 4.12), floresans bozunma grafigi ve floresans dmur dagilimi (Sekil 4.13)

elde edildi.
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Sekil 4.12 Tris-HCl tamponunda (0,025 M, 0,1 M NaCl, 0,005 M CaCl;, pH:8) PM-BSA
¢ozeltisinin zaman ayrimli floresans spektrumu. Aexc: 337 NM; Aemis.max: 384
nm(monomer); Aemis.max: 462 nm.(eksimer); integrasyon Siiresi (Int. time): 0,1; ilerleme
sayisi: 0,25; Geciktirme suresi: 60 ns; Tekrarlama sayisi: 3

Sekil 4.12’de PM-BSA molekiliiniin floresans spektrumunda, PM molekillerinin BSA
Gzerinde 0,3 nm veya daha yakin mesafelerde konumlandirildiginin belirtisi olarak 464
nm civarinda yeni ve yaygin bir pik olarak ortaya ¢ikan piren eksimer emisyonunu
gozlemledik [51], [52], [53]. Notral pH’da yalnizca silfhidril gruplarina baglanan
maleimidin buna ilaveten bazik pH degerlerinde serbest amin gruplarina da baglandigi

bu spektrumla kanitlanmistir.

Tripsinin etkisiyle olusan eksimer emisyonunun floresans émir dagihminda (Sekil 4.12)

meydana gelen degisiklikler tripsin proteazin aktivitesine 6zglinliik kazandirmistir.
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Sekil 4.13 Tris-HCl tamponunda (0,025 M, 0,1 M Nacl, 0,005M CaCl;, pH:8) PM-BSA
¢Ozeltisinin floresans bozunma egrisi, bozunma verilerinin egriye uyarlanmasi ve
floresans dGmur dagilimi (ESM, Ki-kare:1,017). Soldaki sagici egri, lamba pulslarinin
zamana gore degisimini vermektedir. Aexc: 337 NM; Aeksimer.max: 462 nm; Integrasyon
suresi : 0,1; Kanal sayisi : 700; Tekrarlama: 3

464 nm’de PM-BSA kompleksinin eksimer emisyonunun floresans bozunma egrisi ve bu
egriye ait verilerin ESM analizinde kullaniimasiyla elde edilen floresans dmir dagilim
sonuclari Sekil 4.13’de verilmistir. Elde ettigimiz sonuclara gore kisa Gmurli eksimerlerin
yaklasik 7-9 ns arasinda dagilima ugradigl, daha uzun 6mdrli eksimerlerde ise bu

dagilimin 44-46 ns’ler arasinda ortaya ciktigi gozlemlenmistir.
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PM-BSA kompleksinin floresans émur dagilimini, PM ve BSA molekillerinin floresans
omur dagilimlari (Sekil 4.4, Sekil 4.7) ile karsilastirdigimizda; bu kompleksin yapisinda
nisbeten daha hidrofobik boélgelerde konumlanmis olan eksimerlerden kaynaklanan
uzun 6mirla floresans emisyonu gosteren sistemler (44-46 ns araliginda) PM-BSA’ya

Ozguddir.

Bu ¢alismada; PM-BSA’nin serbest tripsin ve PAA-tripsin konjugati ile hidrolizinden elde

edilen dagilimlarin 6nemli derecede farklilik gosterdigi belirlendi.

4.7 PAA-tripsin konjugatinin sentezi

PAA-tripsin biyokonjugatinda PAA/tripsin orani 1:1’dir [11]. Bu amagla 2,7615x103 M
PAA stok cozeltisinden 1 mL (d=0,789 g/mL; %35; Mw=100000) alindi ve Tris-HCI
tamponuyla (pH:5; 2,7615x10* M PAA) 10 mL’ye seyreltildi. 0,5523 gram 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC, MW = 191,7) ¢ozeltiye eklendikten hemen sonra
PAA’y1 aktive etmek icin karisim 2 saatligine manyetik karistiricida inkiibasyona birakildi.
Bu islemden sonra aktive edilen PAA igerisine 0,0012 M tripsin ¢ozeltisinden 1 mL ilave
edildi ve PAA-tripsin konjugatini sentezlemek amaciyla 12 saat boyunca oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda UV-VIS spektrofotometrede 280 nm’de
Olclilen  Azgonm(PAA-tripsin)=2,5842 absorbans degeri ve €=37246,23116 molar
absorptivite degeri kullanilarak biyokonjugat konsantrasyonu Mpaa-trypsin=6,93815x10
M olarak hesaplandi. PM-BSA kompleksinin floresans omir (zerinde PAA-tripsin
konjugatinin proteolitik etkisi zaman ayriml spektroflorotometre araciligiyla tespit

edildi.

4.8 PM-BSA Kompleksi Uzerinde PAA-tripsin Etkisinin UV-VIS Spektrofotometre ile

incelenmesi

PM-BSA stogundan (4,94 x 10 M, pH = 8, Tris-HCl) alinan 100, 200, 300, 400, 500 uL’lik
numuneler, Tris-HCl tamponu (pH: 8) ile 2 mL'ye kadar seyreltildi ve bdylece 2,47x1077,
4,94x107, 7,41x107, 9,88x107, 1,235x10°® molar farkli konsantrasyonlarda PM-BSA
hazirlandi. Her c¢6zeltiye 36 plL 6,93815x10° M PAA-tripsin (1,235x10-6 M, 2mL)
eklenerek UV-VIS spektrofotometrede 344 nm'de 30 saniyelik aralklarla 5 dakika
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boyunca alinan absorbans degerleri arasindaki farklarin ortalamasi kullanilarak

Lineweaver-Burk grafigi excel programinda cizildi (Sekil 4.14).

600

1/C 1/A
4048583 421,94093
2024291 240,3846
500 1349528 166,917
1012146 154

809716,6 117,1307914

400 Vmax = 2,49579781x1E-07 mol/L.min
Km = 1,811083833x1E-06 mol/L

300 -1
vy = 9E-05x + 49,694
R? =0,9957

200

100 4

-1/K
/Km 1/Vmax

-2,00E+06 —1?36/ 0,00E+00 1,00E+06 2,00E+06 5,00E+06 4,00E+06 5,00E+06

-100

-200 -

Sekil 4.14 PAA-tripsin konjugati ile PM-BSA kompleksinin hidrolizlenmesinden elde
edilen Lineweaver-Burk grafigi

Grafik denklemi (y = 9E-O5x +49,694 ; R? = 0,9957) kullanarak, Vmax ve Km degerleri
hesaplandi. Vmax = 2,1x10* M ve Km= 1,77326x1077 M olarak bulundu. Bu sonuglar, Km
ve Vmax degerlerinde blylk bir disis oldugunu goéstermektedir [59]. Buna gore,
tripsinin PAA'ya kovalent modifikasyon ile konjugasyonu; muhtemelen aktif bélgenin

PAA ile ortlilmesi sonucu 6nemli bir aktivite kaybina neden olmustur.

4.9 PM-BSA Kompleksi Uzerine PAA-Tripsin Konjugat Etkisinin Zaman Ayriml

Floresans Teknigi ile incelenmesi

Sekil 4.15 ‘deki absorpsiyon degerleri (Apm-gsa2gonm)= 0,64939; Apm(344nm)=0,47672) ve
BSA'nin standart absorpsiyon egrisinden elde edilen (Sekil 4.9) molar absorptivite degeri
esitik  4.12’de  kullanilarak  PM-BSA  stok  c¢ozeltisinin ~ (pH=8,  TrisHCI)
konsantrasyonu; 4,94x10® M olarak hesaplandi. PM-BSA (pH=8, Tris-HCl) stok
¢ozeltisinden 500 pL ahndi ve Tris-HCl (pH: 8) (Mpm-gsa (0,5=1,235x10° M) tampon
¢Ozeltisiyle 2 mL’ye seyreltildi. Bu ¢ozelti icerisine PM-BSA kompleksinin PAA-tripsin ile

tam hidrolizi igin, (npm-ssa/Neaa-tripsin)=1 Mol oraninda olacak sekilde PAA-tripsin konjugati
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cozeltisinden (Mpaa-trypsin= 6,93815x107° M) 36 uL eklendi ve 30 °C’de 24 saat boyunca su
banyosunda inkubasyona birakildi. inkubasyon sonrasi PAA-tripsin konjugatinin
aktivitesiyle PM-BSA'nin floresans spektrumu ve floresans omir dagilimindaki
degisimler elde edildi ve serbest tripsin etkisi altinda floresans spektrumu ve floresans

omur dagihminda gozlenen degisimlerle karsilastirildi [61].

: =— PM-BSA
0,9

: = PAA-Tryptic Hydrolysate
0,8

: = Tryptic Hyrolysate
0,7

0,6
05

0,4

Fluorescence (Volt)

0,3
0,2

01 f

375 400 425 450 475 500 525 550 575
Wavelength (nm)

Sekil 4.15 Tris-HCI (0,025 M, 0,1 M NaCl, 0,005 M CaCl,, pH: 8) tamponunda serbest
tripsin ve PAA-tripsin konjugatiyla PM-BSA ¢6zeltisiyle muamele 6ncesi ve sonrasinda
alinan zaman ayrimli floresans spektrumlari 2 mL. Aexc: 337 Nm; Aemis.max: 384 nm
(monomer); Aemis.max: 464 nm (eksimer)

PM-BSA kompleksinin tripsin etkisi ©6ncesi ve tripsin etkisi sonrasi floresans
spektrumlarindaki degisimler karsilastirildiginda (Sekil 4.16); 464 nm’de maksimum
eksimer emisyonunun biytk miktarda azaldigi ve 384 nm’deki monomer emisyonunun
arttig1 gortlmektedir. Buna gore, eksimer emisyonunu olusturmaya uygun mesafelerde
birbirlerine karsilikl konumlanmis dizlemsel piren halka ciftlerinin dnemli bir kisminin,
serbest tripsinin hidrolitik etkisinden dolayi pozisyonlarinin bozuldugu anlasiimaktadir.
PM-BSA’nin PAA-tripsin ile hidrolizi sonrasinda, 384 nm’de maksimum verdigi monomer
emisyonundaki  klicik bir artis haricinde herhangi bir o6nemli degisim
gozlemlenmemistir. Buna gore PAA ile konjugasyon sonucu tripsin aktivitesinde énemli

derecede kayip olusmus ve inhibisyon meydana gelmistir.
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Sekil 4.16 Tris-HCl tamponunda (0,025 M, 0,1 M NaCl, 0,005 M CaCl,, pH:8) serbest
tripsin etkisinde PM-BSA’dan elde edilen hidrolizata ait floresans bozunma egrisi,
bozunma verilerinin egriye uyarlanmasi ve floresans 6miur dagilimi (ESM, Ki-kare: 1,07).
Soldaki sacici egri, lamba pulslarinin zamana gore degisimini vermektedir. Aexc: 337 nm;
Aeksimer.max: 462 nm; integrasyon siiresi : 0,1; Kanal sayisi : 700; Tekrarlama:3

Sekil 4.17; serbest tripsin etkisinde PM-BSA’dan elde edilen hidrolizata ait floresans

Oomir dagihimini vermektedir. Ve PAA-tripsin konjugati ile PM-BSA’nin hidrolizi

Lifetime Distribution of Tryptic hydrolysate of PM-BSA

Aexcimer= 462nm,

chi-square= 1,07

25 50 75 100 125
Lifetimes (ns)

sonucunda olusan floresans 6mir dagilimi gésterilmektedir.
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Sekil 4.17 Tris-HCl tamponunda (0,025 M, 0,1 M Nacl, 0,005 M CaCl,, pH:8) PAA-tripsin
konjugati etkisinde PM-BSA’dan elde edilen hidrolizata ait floresans bozunma egrisi,
bozunma verilerinin egriye uyarlanmasi ve floresans d6mir dagihmi (ESM, Ki-kare:
0,9657). Soldaki sacici egri, lamba pulslarinin zamana gore degisimini vermektedir. Aexc:
337 nm; Aeksimer.max: 464 nm; integrasyon siiresi : 0,1; Kanal sayisi : 700; Tekrarlama:3

PM-BSA’nin serbest tripsin hidrolizi sonrasi, hidrolizden etkilenmemis eksimerlerin
¢Ozlicliye maruziyetlerinin artmasi nedeniyle, beklendigi gibi floresans dmur dagiliminin
daha kisa 6miirlii emisyonlara kaydigi gortilmektedir. Serbest tripsin ile hidrolizin aksine,
PM-BSA’nin PAA-tripsin konjugati ile hidrolizi sonrasi daha uzun émir dagilimina sahip
emisyonlarin olusumu gozlemlenmektedir. Bu sonuclar; PAA-tripsin biyokonjugati

blinyesinde yer alan tripsinin hidrolitik karakterinin degistigini, tamamlanmamis
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hidrolizden dolayr ortaya cikan peptidlerin daha apolar karakterde oldugunu ve
eksimerlerin bu peptidlerin olusturdugu apolar ortamla gevrelendiklerini, bu nedenle
¢Ozlici molekilleri ile daha az etkilesime girdigini gostermektedir ki; tim bu
degerlendirmeler konjugat yapisinda bulunan tripsinin aktivitesinin azaldigina isaret

etmektedir.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Proteazlarin hidrolitik etkilerinin spesifikligi, belli bir proteinden urettikleri hidrolizatlara
ait peptidlerin yapisinda yer alan amino asitlerin; sayilarinin, tirlerinin, dizilislerinin
gosterdigi cesitlilik nedeniyle bu peptidlerin konformasyonlarini, sekillerini, boyutlarini,
elektriksel yiklerini, polaritelerini ve tim bu parametrelere bagli olarak peptidlerin
yapisinda yer alan floresan molekiillerin kazandigi yeni kimyasal ¢evre kosullarini
proteaz aktivitesine 6zglin kilar. Proteaz aktivitesine bagli olarak floroforlarin kazandigi
yeni kimyasal ¢cevre kosullari, floresans 6mir dagilimlarinda, proteaz aktivitesine 6zgiin
degisimler meydana getirir. Proteazin kararhligini arttirmak icin sentezlenen polimer-
proteaz konjugatinda aktivitenin korunmasi en 6nemli konudur. Serbest tripsinin
etkisindeki PM-BSA’nin floresans 6miir dagiliminda meydana gelen degisiklikler [61]'de

gosterilmistir.

Bu ¢alismada zamana bagimli spektrofotometre kullanilarak PM-BSA’nin floresans émir
dagilimlari Gzerine poliakrilik asit (PAA) ile tripsinin kovalent bagli konjugatinin modifiye
edici Ozelligini inceledik. Serbest tripsin ve PAA-tripsin konjugati ile olusturulan PM-
BSA'nin iki proteolitik hidrolizatindan elde edilen floresans spektrumlari (Sekil 5.1) ve
floresans 6mir dagilimlari (Sekil 5.2) arasindaki farkhliklar karsilastirildiginda; tripsinin
aktivitesinde konjugasyon ile 6nemli derecede azalmanin olustugu gozlenmistir. Serbest
tripsin etkisinde PM-BSA kompleksinden elde edilen hidrolizatin floresans spektrumuna
bakildiginda; 384 nm’de monomer emisyonunun onemli derecede artmis oldugu
gozlemlemlenirken, 464 nm’de maksimum veren eksimer emisyonunun onemli

derecede azaldigi fakat tiikenmedigi gorilmektedir. Bu durum eksimeri olusturan piren
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halka duzlemlerinin 6nemli bir kisminin birbirlerine bakisik konumlarinin bozulmasiyla
aciklanabilir. PAA-tripsin konjugati ile PM-BSA’dan Uretilen hidrolizata ait spektrumda;
384 nm’de monomer emisyonunda kiiglik bir artis disginda onemli bir degisiklik
gorilmemektedir ve bu da; hidrolizin ¢ok distk miktarda gerceklestigini ve dolayisiyla

onemli derecede aktivite azalmasi oldugunu agiklamaktadir.

=— PM-BSA

09 4
: == PAA-Tryptic Hydrolysate
08 -
: = Tryptic Hyrolysate
0,7 |

0,6
05 |

04

Fluorescence (Volt)

03
0,2

0.1

0,0"::11:::::11:::11:1:::11:::11:1:::11:::1:11:::‘1...

375 400 425 450 475 500 525 550 575
Wavelength (nm)

Sekil 5.1 Tris-HCI (0.025 M, 0,1 M NaCl, 0.005 M CaCl,, pH: 8) tamponunda serbest
tripsin ve PAA-tripsin konjugatiyla PM-BSA ¢6zeltisiyle muamele 6ncesi ve sonrasinda
alinan zaman ayrimli floresans spektrumlari 2mL . Aexc: 337 NM; Aemis.max: 384 nm
(monomer); Aemis.max: 464 nm (eksimer)

Bu sonuglar UV-VIS olglimlerinden elde edilen verilerin de dogrulugunu
desteklemektedir. Serbest tripsin ve PAA-tripsin konjugati etkisinde eide edilen
floresans dmir dagilimlari arasindaki farkliliklar (Sekil 5.2, Sekil 5.3)’de karsilastirilarak
verilmistir. Serbest tripsin ile PM-BSA kompleksinden elde edilen hidrolizatin floresans
Oomar dagiliminin, tam hidrolizle ortaya cikan peptid parcalar (izerindeki eksimerlerin
¢Ozlicliye maruziyetinin artmasi sonucu, beklendigi gibi daha kisa 6mirli emisyonlara

kaydigi goriilmektedir.

PAA-tripsin konjugati ile PM-BSA’dan Uretilen hidrolizata ait floresans 6émiir dagilimi;
sinirh hidroliz Griini olan ve de bundan dolayi nisbeten daha apolar karakterli olan
peptidlerin, kendileri de apolar olan ve de eksimerleri olusturan piren ciftlerinin

etrafinda ¢ozlclye karsi daha korunumlu kimyasal ¢evre olusturmalari sonucu uzun
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omurli emisyonlara kaymistir. [61]’de ayni substrat (PM-BSA) lzerinde serbest tripsin
ve kimotripsinin proteolitik etkinliklerinin farkliigi floresans omur dagilimlari
kullanilarak ortaya konmustu. Bu ¢alismada ve [62]'deki ¢alismada ise PAA ile kovalent
konjugasyon sonucu beliren diistk proteolitik aktivitelerin dahi floresans dmir dagilim

analizi ile ortaya cikarilabilecegi tesbit edildi.

0 , 045 o :Eosnl;nnp:::::’r;izil' Fluorescence Lifetime Distributions
- PM-BSA (chi-square: 1,083)
0’040 - Tryptic Hydrolysate of PM-BSA
= (chi-square: 1,07)
e PAA-Tryptic hydrolysate of PM-BSA
0,035 ot et
® 0,030
-g =
£ 0,025
g_ -
< 0,020 -
0,015 -
0,010 -
0,005 -
0,000

0] 25 50 75 100 125
Lifetimes (ns)
Sekil 5.2 PM-BSA'nin ve serbest tripsin ve PAA-tripsin konjugatindan retilen

hidrolizatlarinin floresans 6miur dagilimlarinin karsilastirilmasi, Auyarilma = 337 nm,
Amax. monomer = 384 nm, A max. eksimer = 464 nm, integrasyon sliresi =0,1 s
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Sekil 5.3 PM-BSA'nin ve serbest kimotripsin ve PAA-kimotripsin konjugatindan uretilen
hidrolizatlarinin floresans 6mir dagilimlarinin karsilastirilmasi, Auyarilma = 337 nm,
Amax. monomer= 384 nm, A max. eksimer- = 464 nm, integrasyon siresi = 0,1 s [62]

Ayni zamanda floresans 6mir dagihm analizi ile iki farkli proteazin ayni substrat tizerinde
disuk aktivitelerinin de birbirinden ayirt edilebilecegi belirlendi (Sekil 5.2, Sekil 5.3). Bu
sonuclar floresans 6mir dagilimi analizinin proteolitik enzimlerin aktivitelerinin

birbirinden ayristirilmasinda son derece duyarli oldugunu kanitlamaktadir.

Floresans omir dagilimlarindan elde edilen bu veriler proteazlarin kararlihigini
gelistirmek amaciyla yapilacak olan biyokonjugasyon arastirmalarinda aktivite kaybina
ugramamak icin polimerin dogru secilmesinde, konjugasyon reaksiyonunun metodunun

dogru belirlemesinde blyiik 6neme sahiptir.

Bu veriler floresans dmur dagilimi analizinin; proteaz ilgili hastaliklarda (kanser, AIDS,
SARS vb.) 6zgilin proteaz aktivitesinin teshisinde, tarim-hayvancilik, ziraat, mandira, gida,
tip ve ila¢g sanayiinde AR-GE calismalarinda proteolitik siireclerle ilgili yeni tayin

yontemlerinin kesfinde kullanilabilecegi distnilmektedir.
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