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OZET

TRIiPSIN ENZIiMIiNiN iMMOBILiZASYONU
VE PROTEIN FRAGMANTASYONUNDA

KULLANIM POTANSIYELINiN ARASTIRILMASI

DAGLIOGLU, Cenk

Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez yoneticisi: Prof. Dr. Figen ZIHNIOGLU

Haziran 2010, 89 sayfa

Tripsin, peptid baglarini lizin ve arginin artiklarindan sonra spesifik olarak
yikima ugratan bir pankreatik serin endoproteazdir ve ¢cogunlukla protein yikimi

ve peptid haritalandirilmasinda kullanilmaktadir.

Proteazlar arasinda en kapsaml ilgilenilen proteaz olan tripsin endiistriyel
ve biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Fakat endiistriyel
proseslerde dogal enzim kullanimi, operasyon ve saklama siireci sirasinda enzimin
biyokatalitik aktivitesini hizli kaybetmesi ve kararli olmamasi goz Oniine
alindiginda siirlanmaktadir. Bunun yani sira enzimleri substrat ¢ozeltisinden

cikarmak zordur ve bu durum iiriin kontaminasyonuna sebep olabilir.

Protein analizlerindeki yogun ilgi gz Oniine alindiginda, son yillarda
immobilize tripsin konsepti, genis enzim-substrat orani, yiikksek yikim verimliligi,
tekrar kullanilabilirliginin miimkiin olmas1 ve serbest enzime gore denatiirasyon
ve inaktivasyon oraninin diisiik olmasi1 gibi ¢esitli avantajlar1 nedeni ile ¢cok fazla

dikkat cekmistir.
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Bu calismada, ilk olarak silika tabanli bir tasiyicit iizerine tripsin
immobilizasyonu gercgeklestirildi. Daha sonra, kovalent baglanma ile immobilize
edilen tripsinin karakterizasyonu i¢in, optimum pH, pH kararliligi, optimum
sicaklik, termal kararlilifi, depo kararlilifi, operasyonel kararliligi ve tekrar
kullanilabilirligi belirlendi. Bunlara ek olarak, immobilize tripsinin organik
coziiciilerde calisilabilirligi ve stabilitesi, ve protein fragmantasyonunda kullanim

potansiyeli arastirildi.

Anahtar Kkelimeler: Tripsin, Kovalent immobilizasyon, Protein

fragmantasyonu, HPLC ayirma
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ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF TRYPSIN

AND INVESTIGATION OF POTENTIAL USE

FOR PROTEIN FRAGMENTATION

DAGLIOGLU, Cenk

Master of Science Thesis, Biochemistry Department
Supervisor: Prof.Dr. Figen ZIHNIOGLU

June 2010, 89 pages

Trypsin, which specifically cleaves peptidic bonds on C-terminal group of
lysine or arginine, is a pancreatic serine endoprotease and used mostly for protein

digestion and peptide mapping.

Proteases among which trypsin is the most extensively concerned are widely
used in industrial and biomedical applications. However utilisation of native
enzyme is limited in industrial processes due to the problem of its instability and
rapid loss of biocatalytic activity during the operation and prolonged storage
periods. Besides that, it is difficult to remove the enzyme from the substrate

solution and might lead to a contamination of the product.

In view of the strong interest in protein analysis, the concept of immobilized
trypsin has received much attention in recent years because of several advantages,
such as: larger enzyme to substrate ratio, high digestion efficiency, the possibility
of their repeated use, and the rate of denaturation or inactivation is less than with

the free enzyme.
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In this study immobilization of trypsin was firstly performed on a silica-
based carrier. Afterwards, the parameters of: optimum pH, pH stability, optimum
temperature, thermal stability, storage stability, operational stability and re-
usability were determined for the characterization of the trypsin immobilized by
covalent binding. In addition to these, immobilized trypsin was investigated for
function and stability in organic solvents, and in potential uses for protein

fragmentation.

Keywords: Trypsin, Covalent immobilization, Protein fragmentation,

HPLC separation
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1. GiRiS

Tripsin bir¢ok endiistriyel proseste yer almasi nedeni ile onemli olmakla
birlikte protein yapi analizlerinde fragmantasyon amaciyla en yaygin kullanilan
enzimdir. Bu amacla serbest formda kullanilmas1 Tripsinin kendi lizizinden gelen
girisimlere neden olabilmekte bunun yani sira; 24 saate varan uzun fragmantasyon
stireleri, olusan yan iriinler, diisiik enzim substrat oran1 ve manuel operasyon gibi
sorunlar1 da beraberinde getirmektedir. Son yillarda protein fragmantasyonu
amaci ile immobilize tripsin preparatlarinin  kullanilmas1 ve kati faz
ekstraksiyon/on-line HPLC mantig1 ile peptid separasyonu konsepti iizerinde
calismalar yogunlastirilmistir. Bunun baslica nedeni klasik enzim immobilizasyon
yontemlerinin getirdigi avantajlarin yan1 sira protein fragmantasyonu acisindan da
baz1 avantajlara sahip olmasidir. Bunlar; (1) daha genis enzim substrat orani, (2)
yiiksek fragmantasyon etkinligi, (3) tekrar kullanilabilir olmasi, (4) denatiirasyon
ve inaktivasyon oraninin serbest enzime gore daha diisiik olmasi, (5) ayirma ve

dedeksiyon sistemleri ile kolay baglant1 kurulabilmesidir.

Proteomik alaninda, immobilize enzim sistemleri peptid haritalandirmada
kullanilan bir aragtir. Peptid haritalandirma, protein identifikasyonu ve
karakterizasyonu icin c¢ok kuvvetli ve basarili araglardan biridir.  Peptid
haritalandirma, proteinin proteolitik yikimini sonrasi peptid fragmanlarinin

ayrilmasi ve sekanslanmasi ile gergeklestirilir.

Peptid fragmantasyonunda kullamima yOnelik immobilize tripsin
preparatinin  hazirlanmast ve on-line sistemlerde kullamim potansiyelinin
arastirllmas1 ¢alismanin temel amacini olusturmaktadir. Immobilize enzimler
serbest enzimlere goOre avantajlara sahiptirler. Bunlardan baglicalar;
sanrifiigasyon, filtrasyon, gibi basit yOntemlerle ortamdan ayrilarak tekrar
kullaniminin saglanabilmesi ve artan kararliliklaridir (operasyonel, depo, sicaklik,
pH, organik ¢6zgen vb.). Bu temel avantajlar sayesinde enzimlerin endiistriyel

proseslerde kullanimlar1 daha az maliyet ile miimkiin olabilmektedir.

Tripsin enziminin kat1 destek materyal olan silika {izerine immobilizasyonu

icin kovalent baglama yontemi kullanildi. Bunun i¢in ¢apraz baglayici bir ajan



olan  glutaraldehit, organik ¢6zgen kararhligini  artirmak icin  de
polietilenglikolden faydalanildi. Tastyiciya baglama sonucu enzim molekiiliiniin
fiziksel ve kimyasal 6zellikleri degismektedir. Bunun baglica nedenleri: kovalent
baglanma sirasinda enzim molekiiliiniin  yiikii, kimyasal yapis1 ve
konformasyonunun degismesi ve hareket yeteneginin sinirlanmasidir. Bu nedenle
silika iizerine immobilize edilen Tripsin enziminin karakterizasyonunun yapilmasi
gerekmektedir. Karakterizasyon amaci ile serbest ve immobilize enzimin optimum
pH ve sicaklik, aktivite, organik cozgende c¢alisabilirligi oncelikle test edilerek
kararlilik testleri (pH, sicaklik, depo, operasyonel, tekrar kullanilabilirlik vb.)
gerceklestirildi.

Karakterizasyon sonrasinda immobilize tripsin preparatlarinin protein
fragmantasyonlamada kullanim potansiyellerinin arastirilmasi amaciyla, kati-faz

ekstraksiyonu ve HPLC gibi ayirict sistemlerde kullanilarak degerlendirildi.

1.1 Tripsin

Tripsin (3.4.21.4), serin proteaz ailesinden endopeptidaz sinifi bir enzim
olup proteinlerin lizin ve arginin artiklarinin karbonil uglarinin spesifik

hidrolizinden sorumludur.

Molekiil agirligr yaklasik olarak 23.8 kDa olan tripsin, tripsinojen olarak
adlandirilan uzun, inaktif oncii protein (zimojen) seklinde pankreastan salgilanir.
Tripsinojen onikiparmak bagirsagina geldiginde, bagirsak mukozasindan
salgilanan ve tripsinojenin aktif forma ge¢mesinde Oncii olan ‘‘enterokinaz’’
enzimi tarafindan yikima ugratilir ve aktif tripsin formuna gecer. Olusan tripsin
daha sonra tripsinojen aktivasyonunu oto-katalitik olarak gerceklestirirken diger

proteazlarin aktivitesinden de sorumlu olmaktadir (Sekil 1.1).

Tripsin, (1) kan proteinlerinin kullaniminda, (2) kliniklerde inflamasyon ve
hazimsizlik tedavisi i¢in bir adjuvan olarak, (3) siit oksidasyonunu engelleyerek
lezzet arttirmada, (5) deri bronzlastirmada ve ham ipek islenmesinde, (6) biyoaktif
peptidler hazirlanmast i¢in smirli  proteoliz  gerceklestirmede, (6) insan

serumundaki serin proteinaz inhibitorlerinin dedekte edilmesinde, (7) insan



insiilini  yari-sentezinde, (8) tripsin  inhibitorlerinin  afiniteye  dayali
saflagtirllmasinda, (8) enantiyomerik O- veya N- tiirevli amino asitlerin
cOziinlirligiinde, (9) emiilsifiye ajanlarin iiretiminde, (10) peptid sentezinde
kullamim gibi ¢ok genis endiistriyel uygulama alanlarina sahiptir (Bryjak and

Kolarz, 1997; Kai Kang et al., 2005).

Enteropeptidaz
v /7
Tripsinojen Tripsin
T \ T
Kimotripsinojen Kimotripsin Proelastaz Elastaz
&7 XD
Prokarboksi-peptidaz Karboksi-peptidaz

Sekil 1. 1 Tripsinojen ve diger oncii proteazlarin (kimotripsinojen, proelastaz, prokarboksi-
peptidaz) aktivasyonu

Tripsin peptid baglarinin parcalanmasini spesifik olarak katalizleyen yiiksek
verimli bir proteolitik enzimdir. Fakat, tripsin stabilitesi az olan notr proteazlardan
biridir. Cozelti igerisindeki hizli otolizizi reaksiyon kosullarini kontrol etmeyi
giiclestirmekte bunun sonucu olarak da enzimin katalitik etkinligi azalmakta ve
kullanim maliyeti artmaktadir (Kai Kang et al., 2005). Bunu engellemek icin
dogal ve sentetik polimerler iizerine tripsin immobilizasyonu bircok yayinda rapor
edilmis, dogal polisakkaritler, sentetik polimerler ve silika temelli tasiyicilar

stirekli olarak calisilmistir (Bryjak and Kolarz, 1997).

Tripsin, kiitle spektrometresi (MS) araciligi ile yapilan protein
identifikasyonlarinda en yaygin olarak kullanilan proteazdir. Hemen hemen tiim

peptid haritalandirma yontemleri, proteolitik parcalama yolu ile {iretilen



peptidlerin  MS araciligi ile tayini ve identifikasyonuna dayanmaktadir.
Proteinlerden cok sayida kiiciik peptidler olusturmak igin spesifiteleri bilinen
proteolitik enzimlerin (tripsin, kimotripsin, pepsin vb.) sindirim o6zelliklerinden
yararlanilmakta, spesifik bir enzimin kullanildig1 her bir parcalamada essiz peptid
fragmanlar1 olugmakta ve proteinin primer yapisi iizerinde farkli bir goriiniimiin

elde edilmesi beklenmektedir (He et al., 2002).

Tripsin tabanli sistemlerin gelistirilmesi i¢in son yillarda cesitli ¢calismalar
yapilmig ve bu siire¢ icerisinde tripsin, silika ve polimerik tabanl ¢esitli destekler
iizerine immobilize edilmistir (Massolini and Calleri, 2005). Imobilize enzim
sistemleri ile ayirma sistemlerinin on-line baglanmasi sonucu, bir analitik siire¢
icerisinde protein identifikasyonunun miimkiin kilinabilecegi bir¢ok caligmada

gosterilmistir (Calleri et al., 2004, 2005; Temporini et al., 2006).

1.1.1 Tripsinin katalitik mekanizmasi

Serin proteazlar peptid baglarin1 kovalent kataliz veya gecis hali baglanmasi
ile hidroliz edebilirler. Serin proteazlar bir¢cok proseste o©nemli roller
oynamaktadir (diyet protein sindirimi, kan pihtilasma kaskadi, farklilasma ve
gelismenin cesitli yollarinda, vb.). Tripsin, kimotripsin, elastaz proteaz aktivitesi
gosteren enzimlerdir. Bu enzimler zimojenler olarak iiretilirler. Zimojenin aktif
bolgesi biikiiliidiir ve yiiksek katalitik aktiviteye sahip degildir. Zimojenlerin tam
enzimlere doniisiimii sirasinda zimojen iizerindeki birkac bolgede proteolitik

yikim meydana gelir.

Tripsin katalizinin Onerilen mekanizmasi su siray1r takip etmektedir: (1)
Substrat baglanmasi1 (2) Serl95 yan zincir oksijeninin, bir tetrahedral ara
olusturmak suretiyle peptid iizerindeki yarilabilen bagin karbonil karbonuna
niikleofilik saldiris1 (Ser 195 den proton transferi) (His 57 tarafindan desteklenir).
(3) His57 tarafindan desteklenmesi ile peptid baginin yikilmasi (yeni amino uca
proton transferi) (4) Ilk iiriiniin serbest kalmasi. (5) His57 tarafindan desteklenen
acil-enzim arasina suyun niikleofilik saldiris1 ve tetrahedral aranin olugsmasi (6)
Acil aranin ¢oziilmesi ve ikincil iiriiniin serbest kalmas: (Sekil 1.2) (Perona and

Craik, 1994).
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Sekil 1.2 Serin ptoteazlarin katalitik mekanizmasi.

1.2 Enzim immobilizasyonu

Enzimlerin katalitik aktiviteleri icin ¢ok biiyiik oneme sahip olan molekiiler
yapilari; (1) yiiksek sicaklik, (2) cok yiiksek ya da ¢ok diisiik pH ve (3) organik
coziiciilerin varligr gibi zorlu ortam ve proses kosullarinda yikilmaya egilimlidir.
Reaksiyonlarda serbest enzimlerin kullanilmasi, katalizledikleri reaksiyondan
sonra {iiriinii kontamine etmeleri ve tekrar elde edilme siireclerinin pahali olusu
gibi problemlere sebep olur. Immobilizasyon, enzimlerin dogasinda mevcut olan

bu sorunlar1 ortadan kaldirma metodlarindan bir tanesidir.

Immobilize enzimlerin sahip oldugu avantajlar, enzim miihendisligi olarak
da bilinen enzim teknolojisi, analiz, tip ve ilag, organik kimya gibi alanlarda
kanitlanmistir (Mosbach,1976). Immobilize enzimlerin kullanimi iceren bazi

avantajlar 6zetlemek gerekirse:



(1) Tekrar kullanilabilmektedirler.

(2) Katalizoriin tiriinden olagan ayrilma problemi pratik olarak giderilmistir.
(3) Immobilize enzimlerin reaksiyonlar1 daha az yer gerektirir.

(4) Daha iyi bir reaksiyonun kontrolii miimkiindiir.

(5) Siirekli akig sistemlerine uygulanabilirler.

(6) Immobilize enzimlerin bazi durumlarda ¢oziiniir proteinlerden daha
kararl1 oldugu gosterilmistir. Ayrica, tibbi uygulamalarda, olumsuz immiinolojik
reaksiyonlar sadece enzimlerin enkapsiilasyon veya tutuklanmasi ile Onlenebilir

(Mosbach,1976).
1.2.1 immobilizasyon yontemleri

Immobilizasyon sonrasi enzimlerin istenilen aktiviteyi ve karakteristikleri
gosterebilmeleri, enzim immobilizasyonlarindaki en 6nemli konu olmaktadir.
Immobilizasyon veriminin ve immobilizasyon sonrasi enzim aktivitesinin yiiksek
olabilmesi icin, enzime uygun bir tasiyicinin ve immobilizasyon yonteminin
secilmesi gereklidir. Farkli biyokatalizorler i¢in tasarlanan immobilizasyon
metotlar i¢in sistematik bir yontem mevcut degildir. Yontemler kendi iclerinde
avantajlara ve dezavantajlara sahip olduklar i¢in tasiyict ve yontem secimi,

tasarlanan amaca, enzimin ve reaksiyonun cesidine gore yapilir.

Enzimlerin immobilizasyon yontemleri dort ana grup i¢inde incelenebilir:

Enzimin kat1 bir destek iizerine non-kovalent adsorpsiyonu,

Enzimin kati bir destek iizerine kovalent baglanmasi,

¢ Enzimin polimerik jel, membran ya da kapsiile tutuklanmasi,

¢ Enzimin polifonksiyonel bir ajan ile ¢capraz baglanmasi.
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Sekil 1.3  immobilizasyon yontemlerinin siniflandiriimasi (Karlheinz and Herbert, 2002).

Ik iic sinif, enzimin tutuklanmasi ya da desteklenmesi ve kat1 tastyicinin
istenen mekanik Ozelliklerinin saglanabilmesi i¢in kati bir matriksin kullanimini
icerir (Sekil 1.3 a-d). Sonuncusu ise fazladan her hangi bir destek kullanmadan
enzimin kendisi ile kovalent baglanmasi ile gerceklestirilen bir yontemdir (Sekil

1.3 e).

Kovalent baglama yoOntemlerinin uygulanmasi protein molekiiliiniin
dogrudan kimyasal modifikasyonu ile sonuclanir. Non-kovalent yontemler; basit
fiziksel tutuklama ya da elektrostatik etkilesim, hidrojen baglari, Van der Waals
etkilesimleri veya hidrojen baglar1 gibi zayif etkilesimler araciligi ile bir
enzim/tastyict kompleksi olusturulmasi temeline dayanir. Tutuklama (Sekil 1.3 c)
ve enkapsiilasyon (Sekil 1.3 d) yontemlerinin her ikisi de tutuklama yOntemi
baslig1 altinda degerlendirilecektir. Bu dort grubun avantaj ve dezavantajlar

Cizelge 1.1°de 6zetlenmistir.



Cizelge 1. 1 Cesitli immobilizasyon yontemlerinin karsilastirilmasi (Karlheinz and Herbert, 2002)

immobilizasyon

Metodu Avantajlar: Dezavantajlar:
Adsorpsiyon » Kolay e Zayif baglanma ve enzim kacis
® Enzimin kimyasal
modifakasyonuna e Zayif ya da olmayan stabilite
gereksinim yoktur
e Tersinirdir ® Spesifik olmayan baglanma
» Genellikle ucuzdur » Kiitle transferini énleyebilir
Kovalent e Siki baglanma e Enzimlerin kimyasal modifikasyonu
e Cok sayida destek
mataryeli ve kovalent e Genellikle pahali
baglayici
e Enzim miktarimn ve
mikro gevrenin rasyonel e Tasiyictile aktivitenin seyrelmesi
olarak kontrolii
o Kiitle transferini énleyebilir
Tutuklama ve e Enzimin kimyasal
enkapsiilasyon modifakasyonuna e Zayif ya da olmayan stabilite
gereksinim yoktur
e Basit olabilir e Cevresel kosullara bagimlidir
» Hiicrelerigin uygundur » Genellikle kiitle transferinin énlenmesi

Caprazbaglama o Yijksek hacimsel aktivite e Enzimlerin kimyasal modifikasyonu

e Yiiksek sicaklik ve
organik solventlere
uygundur

e Partikiil 6zelliklerinin kontroliiniin zor
olusu

e Enzimlerin kristalizasyonunu

e Tasiyici gerektirmez . .
Fyieis gerektirmesi

e Siki baglanma o Kiitle transferini nleyebilir

e Hiicrelericin uygundur

1.2.1.1 Non-kovalent adsorpsiyon

Enzimin kati bir tasiyiciya adsorpsiyonu, proteinin kat1 yiizey ile geri-
doniisiimlii non kovalent baglanma yoluyla etkilesimi olarak karakterize edilir.
Adsorpsiyon siirecindeki etkilesim giicleri; goreceli olarak daha giiclii olan iyonik
baglardan ve hidrojen baglarindan daha zayif Van der Waals baglarina ve
proteinin destek ile hidrofobik etkilesimlerine kadar farklilik gosterebilmektedir.
Iyonik baglarin ve hidrojen baglarinin elektrostatik giicii hidrofobik baglarin
elektrostatik giiciine kiyasla ¢ok fazladir ve bu nedenle saf sulu ortamda dahi
protein ile siki baglar olusturabilirler. Adsorpsiyon ile immobilizasyon basit ve
cogunlukla masrafsizdir ve genellikle katalitik protein ylizeyine zarar vermez. Ne

proteinin ne de destegin kimyasal modifikasyonu séz konusu degildir fakat



tasiyiciya baglanma geri tersinirdir ve enzimin tasiyicidan kolaylikla ayrilmasi
sorunlara yol acabilir. Bunun da o6tesinde baglanma giiclerinin zayif oldugu
durumlarda enzimin ¢o6ziiniir formuna kiyasla tersiyer yapisinin kararliliginin
diisiik olmasi s6z konusudur. Reaksiyon substrati ya da iiriin ile destek arasindaki
etkilesim adsorplanmis enzimin desorpsiyonuna neden olabilir. Bu baglanmadaki
geri doniistimliiliik bazi durumlarda ise avantaj olabilir. Protein katalizi uzun siire
kullanim nedeniyle inaktive oldugunda, pH’1n ya da solventin degistirilmesi ile
enzimin desorpsiyonu ve ardindan yeni biyokatalizoriin baglanma kosullarinda

ilavesi ile re¢inenin rejenerasyonu saglanabilir.

Fiziksel adsorbsiyon; enzim tasiyiciya hidrojen baglari, hidrofobik etkilesim
ve Van der waal’s kuvvetleri gibi fiziksel etkilesimlerin birinin veya tiimiiniin
kullanilmasi ile gerceklestirilmektedir. Bu fiziksel etkilesimler zayif kuvvetlerdir,
fakat uygun bir baglanmanin gerceklesebilmesi i¢in yeterli sayidadir (Bickerstaff,
1997). Adsorpsiyonun en biiyiik avantaji genellikle bag ajanina ihtiyag
duymamasi ve aktivasyon basamaklarinin minimum olmasidir. Baglanma fiziksel
kuvvetlerle oldugu i¢in enzimin konformasyonel yapisinda diger yontemlere gore
daha az degisiklige neden olur. Cok sayida sentetik re¢ine ve dogal materyaller
tastyict olarak kullanilabilmekte ve bu tasiyicilar rejenere edilerek tekrar
kullanilabilmektedir (Bickerstaff, 1997). Bunlarin yan1 sira fiziksel adsorpsiyon
yontemi bazi dezavantajlara da sahiptir, enzimin tasiyiciya zayif baglarla
baglanmasindan dolay1r sicaklik, pH ve iyonik siddetteki degisimler enzimin

tastyicidan sizmasina ve iirlinii kontamine etmesine yol agabilir.

Iyonik baglanma; enzimin iyon degistirici ajanlar iceren ve suda
coziinmeyen bir tasiyiciya iyonik olarak baglanmasi esasina dayanir. Genellikle
iyon-degistirici merkezlere sahip olan polisakkaritler ve sentetik polimerler
tastyict  olarak  kullanilir.  Enzimin tasiyictya  baglanmasi  kolaylikla
gerceklestirilebilir. Ayrica iyonik baglanma yontemindeki immobilizasyon
kosullar1 kovalent baglanmaya gore daha 1limli oldugu i¢in enzimin
konformasyonel yapisinda ve aktif bolgelerinde ¢ok az degisiklik gozlenir. Bu
yiizden immobilize olmus enzimin aktivitesi cogu durumda yiiksektir (Bickerstaff,

1997).
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Iyonik baglanma ile fiziksel adsorpsiyon arasindaki ana fark iyonik
baglanmada enzim ve tasiyici arasindaki baglarin fiziksel adsorpsiyona gore daha
giiclii olmasidir. Bunun yani sira iyonik baglar kovalent baglanma yontemindeki
baglara kiyaslandiginda ise daha zayiftir. Kovalent baglanmaya kiyasla baglarin
daha zayif olmasi, yiiksek iyonik siddet ya da pH degisimi gibi durumlarda

enzimin tastyicidan sizmasina neden olur.

Afinite baglama iyonik protein adsorpsiyon yontemlerinin énemli bir alt
dalhidir. Hedef enzim ve immobilize ligand arasindaki spesifik elektrostatik ve
hidrofobik etkilesimler istenen proteinin seg¢ici ve siki bir sekilde baglanmasini
saglar. Ligand kiiciik bir molekiil olabilecegi gibi antikor gibi biiytik bir protein de
olabilir. Buna ragmen baglama kapasitesi, ligandin efektif molekiil agirliginin
artist ile diisme egilimi gostermektedir. En sik kullanilan afinite baglama
sistemlerinden biri biyotinin avidin ile kombine kullanimidir. Avidin disosiyasyon
katsayisi 10"°M civarinda olan spesifik iyon cifti etkilesimi araciligiyla dort adet
biyotin ligand1 baglayan tetramerik bir proteindir. Bu tip immobilizasyonda
reaktif fonksiyonel gruba bagli biyotin tiirevleri hem kat1 ylizeye hem de proteine
kovalent baglh konumdadir. Biyotinlenmis kati 6ncelikle avidin ile ardindan da
biyotinlenmis enzim ile mualeme edilir (Lingiu, 2005). Kapsamh
manipiilasyonlarin kullanilmasinin gerekliligi ve maliyet yliksekligi nedeniyle bu
yontem sadece sulu sistemlerde ve pahali enzimlerin kullanildigr durumlarda

uygun olmaktadir.
1.2.1.2 Kovalent baglanma

Kovalent baglarin olusumuna dayali protein immobilizasyonlar1 en ¢ok
kullanilan immobilizasyon metodlarindan biridir. Enzim ve matris arasinda olusan
baglarin stabil dogasi sayesinde enzimler kullanildiklarinda ¢6zelti ortamina
gecmezler. Fakat, yiiksek diizeylerde baglanma aktivitesine ulagsmak i¢in, katalitik
aktivitede gerekli olan amino asit artiklar1 destege kovalent baglanmada yer
almamalidir (Mattiasson and Kaul, 1991). Uriinde enzimin olmamasi gerektigi
sik1 kosullarda immobilizasyon icin kovalent metodlar kullanilmaktadir. Matriks

tizerindeki fonksiyonel grup mevcudiyetine bagh olarak ¢ok cesitli reaksiyonlar
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gelistirilmistir. Aktivasyon islemleri genellikle destek tizerinde elektrofilik gruplar
olusturmak icin tasarlanmistir, bu gruplar baglanma adimi sirasinda protein

tizerindeki giiclii niikleofiller ile reaksiyon verirler (Scouten, 1987).

Kovalent baglanma ile enzim immobilizasyonu, proteinin yan zincirlerindeki
kalintilarla destek yiizeyindeki reaktif gruplar arasinda kovalent bag olusumu ile
gerceklestirilmektedir. Kovalent baglanma cogunlukla proteinin degerli oldugu
durumlarda desorpsiyonun istenmedigi kosullarda tercih edilir. Tastyict ve protein
arasindaki bag oldukga giiclii oldugundan hazirlanan bilesik adsorpsiyon ya da
enkapsiilasyon ile elde edilenlere kiyasla ¢ok daha kararhdir. Kovalent
baglanmada en ¢ok yer alan fonksiyonel gruplar arasinda niikleofilik amino (lizin,
histidin ve arginin), tiol (sistein), hidroksil gruplar1 (serin, treonin ve tirozin) ve
elektrofilik karboksilat gruplar1 (aspartik asit ve glutamik asit) sayilabilir. Bu
fonksiyonel gruplarin reaktivitesi kimyasal modifikasyonla regiile edilebilir fakat

bu ayn1 zamanda enzimatik aktiviteye zarar verebilir.

Immobilize enzimin 6zellikleri destek iizerindeki reaktif gruplarin secimi ve
dagiliminin kontrolii ile degistirilebilir. Bu sayede protein modifikasyonunun
derecesi ve immobilizatin mikro ¢evresi ayarlanabilir. Baglanmanin enzimin aktif
merkezi disinda kalan kalintilar tizerinden gerceklestirilmesi ile aktivite kaybinin
minimuma indirgenmesi saglanir. Cogunlukla proteinin yiizeyindeki primer amino
asitler destek ylizeyindeki elektrofilik gruplar ile eslestirilir. Yiizeyde bulunan
lizin ve arginin kalintilar1 alkilleme, konjugat ilavesi, imin formasyonu ve
acilleme yolu ile reaksiyon vermeye miisaittir. Alkilleme ve konjugat ilavesi
siireclerinin sonucunda proteinin net yiikii korunmaktadir (James and Alexey,

2002).

Reaktif grubun se¢imi Onemlidir; ¢ok reaktif gruplarin tercih edilmesi
sonucunda non-spesifik asiri-modifikasyon ve proteinin aktivitesini ya da
kararliliginm etkileyebilecek kimyasal fonksiyonalizasyon (yiik ilavesi ya da kayb1)
meydana gelebilir. Yaygin olmayan amino asitlere spesifik ajanlarin kullanildigi

pek ¢ok kisitli ve spesifik baglanma yontemi mevcuttur.
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Cizelge 1. 2 Enzimin kovalent baglanmasinda kullanilan c¢esitli aktivasyon metodlar1 ve

reaksiyon gruplari (matris hidroksil gruplarinin aktivasyonu)

Aktivasyon metodu Reaksiyon gruplari Referanslar
Tresil kloriir, . .
Siilfonil Kloriir tiyol, amin Lawson et al., 1983
Siyonojen bromiir amin Axén et al., 1967
Bisoksiranlar(epoksidler) tiyol, amin Porath and Axén, 1976
Epiklorhidrin tiyol, amin Porath and Axén, 1976
Glutaraldehit amin Porath and Axén, 1976
Glysidol-Glyoxyl amin Guisan, 1988
Wilchek and Miron,
N-hidroksi-siiksinimid amin 1982;
Drobnick et al., 1982

Kovalent bagli immobilize enzimin olusturulmasi icin protein soliisyonu
reaktif destek ile muamele edilir. Enzim konsantrasyonu, pH ve iyon siddeti gibi
cesitli kosullarin optimizasyonu ile baglanma verimi arttirilabilir. Baglanma
sirasinda aktif bolgenin ve aktif konformasyonun korunabilmesi icin kompetitif
bir inhibit6r ya da yiiksek konsantrasyonda substrat kullanilabilir. inkiibasyonun
ardindan re¢ine baglanmamis proteinin uzaklastirilmast amaciyla yikanir ve
uygun bir niikleofilik ya da elektrofilik ajanin (glisin ya da asetik anhidrat)
kullanimi ile serbest reaktif bolgeler bloklanir. Kati destek ya da enzimden her
hangi biri aktive edilebilir fakat enzimin tersiyer yapisinin korunmasi ig¢in
genellikle destek materyali aktive edilir. Aktivasyon eslesme reaksiyonundan 6nce
gerceklesebilir ya da protein ile destek arasinda bag olusturmak icin bi-

fonksiyonel bir baglayici ajan kullanilabilir.
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1.2.1.3 Tutuklama ve enkapsiilasyon

Prensip olarak tutuklama hiicreyi ya da enzim molekiiliinii belli bir ortamda
durmaya zorlamaktir. Hiicre ya da enzim bulundugu ¢evreden disar1 ¢ikamaz. Bu
islem icin polimer icerisindeki kafeslerde tutuklama ya da hollow-fiber
ultrafiltrasyon =~ membranlarinda ya da  lipozomlarda  enkapsiilasyon
gerceklestirilebilir. Bu yoOntemleri kovalent baglama ve capraz baglama ile
immobilizasyondan ayiran en onemli 6zellik enzim molekiiliiniin fiziksel ya da
kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya baglanmamis olmasidir. Tutuklama
matrisinin yogunluguna gore proteinin mikro cevresi ¢ok az degisebilir ve bu
sayede katalitik aktivitedeki kayip minimize edilebilir. Tutuklama i¢in kullanilan
gozenek yapist substrat ya da iirlin gibi kiiciik molekiillerin gecmesine izin
verirken enzimin difiizyonuna izin vermeyecek sekildedir. Gozenek capinin
hassas kontrolii ¢cogunlukla miimkiin olmadigindan kiitle transferinin kisitlanmasi

tutuklanmis enzim ve hiicreler i¢cin 6nemli bir problem olabilmektedir.

Polimer matrikste tutuklama, yiiksek derecede capraz bagl bir polimerin
enzim cozeltisi icerisinde olusturulmasi temeline dayanan bir yoOntemdir.
Polimerlesme sonucu enzim molekiilleri ¢capraz bag aglari arasinda tutuklanmakta
ve boylece enzim molekiillerinin ana ¢ozeltiye ge¢gmeleri engellenmektedir. Hem
hiicrelerin hem de enzimin tutuklanmasinda poliakrilamit jellerin kullanimi
oldukca avantajlidir. Bu jeller sulu fazdaki cevreye benzer bir cevre
olusturabilecek kadar hidrofiliktir ve gozenek caplari capraz baglayict miktart ve

tipi degistirilerek ayarlanabilir.

Enkapsiilasyon terimi biyokatalistin yar1 gegirgen bir membran iginde
tutuklanmasim1 ifade etmektedir. Enzimler ya da hiicreler mikroskobik yar1
gecirgen membranlar (mikro enkapsiilasyon) ya da hollow-fiber membranlar
icerisinde tutuklanabilir. Mikro enkapsiilasyon ile enzim immobilizasyonu, siirekli
ve siirekli olmayan yar1 gecirgen membran mikro kapsiillerde tutuklama olarak iki
grupta incelenebilir. Siirekli mikro kapsiillerde cerceve membran kati, siirekli
olmayan mikro kapsiillerde ise (lipozom) siv1 bir tabakadir (James and Alexey,

2002).
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1.2.1.4 Capraz baglama

Enzimlerin immobilizasyonu bir tasiyici lizerindeki fonksiyonel gruplarla
saglanabildigi gibi proteinin molekiiller aras1 ¢aprazlanmasiyla da saglanabilir; bu
yonteme capraz baglanma yontemi denir. Inert tasiyict ya da matriks ilavesi
olmadan kimyasal ¢apraz baglama ile gerceklestirilen immobilizasyon siirecinde
hacimsel aktivitede kayip olmaksizin biyokatalistin tekrar kullanimi ve
kararliliginin saglanmast miimkiindiir. Daha 6nce bahsedilen immobilizasyon
yontemlerinin temel eksikligi Oonemli miktarda biyokatalistin ya da inert’in
biyokataliste baglanma amaciyla kullanilmasidir. Cogu durumda kullanilan
tasiyic1 miktart kullanilan proteine oranla en az iki kat fazladir. Ne yazik ki
enzimin dogrudan c¢apraz baglanmasi ve ardindan elde edilen amorf katinin
coktiirtilmesi cogunlukla aktivitede onemli Olciide diisiis ile sonuglanmaktadir ve
bu nedenle bu yontem pek tercih edilmemektedir. Bununla birlikte son
zamanlarda yapilan calismalar c¢apraz bagli enzim kristallerinin destek
materyaline gereksinim duymaksizin immobilize enzimlerden istenen c¢ogu

ozelligi karsilayabildigini gostermektedir.

Enzimin konakg1 hiicre igerisinde kimyasal ¢capraz baglanmasi tutuklanmis
ya da enkapsiile edilmis biyokatalist eldesi icin uygulanan basit ve ekonomik bir
yontemdir ve enzimin izolasyonunu ve saflastirllmasini gerektirmemektedir.
Capraz baglanma i¢in en ¢ok kullanilan bag ajani glutaraldehittir. Capraz bag
ajan1 olarak kullanilan diger kimyasallar; toluen diizosiyanat, hekzametilen
diizosiyanat, hekzametilen diamin, siyanojen bromiir ve karbodiimidlerdir. Bu
tarz preparatlarin mekanik ozellikleri zayiftir fakat ortama jelatin ya da sentetik
organik polimer ilavesi ile yiikseltilebilir. Tiim hiicrenin ¢apraz baglanmasi destek
materyali araciligl ile kararliligin arttirnlmasinin gerekli olmadig1 goreceli olarak
daha yiiksek kararliliktaki enzimler i¢in etkili bir tutuklama yontemidir. En 6nemli
endiistriyel biyokatalitik siireclerden birisi olan fruktoz misir surubunun elde

edilmesinde ¢apraz bagh tiim hiicre preparatlar1 kullanilmaktadir. (Lingiu, 2005).
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Adsorbsiyon

Iyonik baglama g @

Afinite baglama

NN

Kovalent baglama

Tutuklama

(boncuk ve fiberlere)

Mikrokapsiilleme

Capraz baglama

Sekil 1. 4  Farkli yontemler ile immobilize edilen enzimlerin temsili gosterimleri.
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1.2.2 Enzim immobilizasyonunda ara kol (spacer arm) kullanim

Immobilizasyon yontemleri arasinda kovalent baglama en cok calisan
yontemdir. Polimer ile enzim arasinda kovalent baglama yontemi ile saglam
baglar olusturuldugundan dolayr polimer-enzim konjugatlar1 diger yontemlere
gore daha stabil olmaktadir. Fakat kovalent baglanan enzimlerin aktivitesi,
konformasyonel  degisimlerden  ve  aktif = bdlgeye  substrat  girisi
engellenebildiginden dolayr diisiik olabilmektedir. Ara kollarin kullanilmasiyla,
hem immobilize enzimlerin hareket ozgiirliiklerinin artmasi hem de kovalent
baglanmanin yarattigi olumsuz sterik engellemelerin Oniine  gecilmesi
planlanmakta bdylece bagli enzimlerin katalitik aktivitelerinin arttiritlmasi
beklenmektedir (Yuhong and You-Lo, 2004). Fakat, enzim immobilizasyonu
sirasinda enzime esneklik kazandirmak icin kullanilan ara kollarin enzimin
aktivitesinin korumas: iizerindeki etkisini yorumlamak ¢ogu zaman karmasik
olabilmektedir. Ciinkii ara kolun varligi genellikle enzimin konformasyonel
esnekligini, yonelimini ve mikrogevresini degistirmektedir. Uygun bir ara kol
secildigi takdirde genellikle aktivitenin biiyilk bir kismi korunmaya devam
etmektedir (Sekil 1.5). Ozellikle biiyiik molekiiler agirlifa sahip substratlar icin
uygun ara kol kullamildig:1 takdirde genellikle enzim daha iyi bir esneklik
kazanmakta, ara kol kullanilmadan yapilan enzim immobilizasyonu ile
karsilagtirildiginda ise sterik engellemeler azaldigindan dolay1 enzim aktivitesinde

onemli bir artig goriilebilmektedir (Drobnik et al., 1979; Yodoya et al., 2002).

7@

Ara kol

|-@

(a)

Sekil 1. 5 Kovalent bagli enzimlerin ara kolsuz (a) ve ara kol (b) kullanilarak yapilan

immobilizasyonu.
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1.2.3 Enzim immobilizasyonunda destek secimi

Matriksin  sahip oldugu Ozellikler immobilize enzim sisteminin
performansin1  belirlemede ¢ok ©nemlidir. Ideal bir destek su ozellikleri
icermelidir: (1) basinca kars1 fiziksel direng¢, (2) hidrofiliklik, (3) enzimleri
tiirevlendirme kolaylig1 dogrultusunda inertlik, (4) biouyumluluk, (5) mikrobiyel
ataklara kars1 direng ve (6) diisilk maliyette bulunma (Trevan, 1980; Brodelius

and Mosbach, 1987; Buchholz and Klein, 1987)

Destek materyalleri kimyasal kompozisyonlarina gore inorganik ve organik
olarak simiflandirilabilmekte (Cizelge 1.3), organik destekler ise kendi igerisinde
dogal ve sentetik polimerler olarak iki kistma ayrilabilmektedir (Cabral and

Kennedy, 1991).

Matrikslerin fiziksel ozellikleri (ortalama partikiil capi, sisme davranisi,
mekanik dayaniklilik, sikistirma davramist gibi) immobilize sistemlerin
performansinda biiylik bir oneme sahip olmakla beraber teknik kosullar altinda
(kanistirmali tank, akigkan ve sabit yataklar vb.) kullanilan reaktor tipini de
belirlemektedir. Ozellikle, gozenek parametreleri ve partikiil boyutu toplam yiizey
alanin1 belirlemekte bu durum ise enzimlerin baglanma kapasitelerini 6nemli

Olciide etkilemektedir.

Non-poroz destekler ¢ok az difiizyonal sinirlama gostermelerine ragmen
diisiik ylikleme kapasitesine sahiptirler. Bu yiizden poroz destekler genel olarak
tercih edilmektedir. Ciinkii yiiksek yiizey alani daha ¢ok enzim yiikleme olanagi
saglamakta bunun yam1 sira immobilize enzim ortamdan daha iyi
korunabilmektedir. Kapasite ve akis ozelliklerini optimize etmek igin poroz

destekler kontrollii bir gozenek dagilimina sahip olmalidirlar.

Inorganik tagtyicilarinin  pek ¢ok avantaji olmasina ragmen( fiziksel,
kimyasal ve migrobiyal degredasyona karsi yiiksek stabilite vs.) endiistriyel
uygulamalarin bir¢ogu organik tasiyicilar ile yapilmakta ayrica hidrofilik karakter
immobilize enzimlerin aktivite diizeylerini belirlemede en 6nemli faktorlerden biri

olmaktadir (Gemeiner, 1992).
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Cizelge 1.3  Destek materyallerinin kimyasal komposizyonlarina gore siniflandiriimasi.

1- Polisakkaritler: Seliiloz, dekstran,

agar, agaroz, kitin, aljinat

2- Proteinler: Kollojen, albiimin

Organik 3- Aktif Karbon
Destekler

1- Polistiren

2-Diger polimerler: Poliakrilat,

polimetakrilat, poliakrilamid,

poliamidler, vinil, alil-polimerler

Dogal mineraller: Bentonit, silika

Inorganik

Destekler Islenmis materyaller: Cam (nonporoz ve kontrollii gozenekli),

metaller, kontrollii g6zenekli metal oksitler

1.2.3.1 Silika

Silika (silikon dioksit), tetrahedral veya oktahedral SiO4’lerin baglanmasi ile
olusan inorganik bir polimerdir. Polimerlerin sonundaki silisyum atomlari
hidroksil gruplarina baglidir. Yiizey hidroksil gruplarn pK,’s1 yaklasik 7,0 olan
zayif Bronsted asitleridir. Ancak, tayin yontemine gore pK, degerlerinin 2 ile 10
arasinda degisebildigi rapor edilmistir. pK, degerlerinin genis aralikta
degismesinin nedeni silikadaki metal safsizliklardir. Silika camdan ya da 6nemli
Olclide sodyum, aliiminyum, titanyum vb. iceren koloidal silikadan iiretilmistir.
Silika stispansiyonu pH 3’ten 8’e ciktik¢a ylizey giderek artan negatif yiik ile
yiiklenir. Yiizey hidroksil gruplarinin deprotonlanmasi hizli gerceklesen bir
prosesken, protonlanma nispeten daha yavastir. pH 8’in iizerinde silika, silikatlar

halinde ¢oziiniir. Coziiniirliik, pH 10’un iizerine ¢iktikga iistel olarak artar.
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Silika tabanli stasyonel fazlar, tekrarlanabilirligin yiiksek seviyede olmasi
nedeni ile HPLC alaninda yaygin olarak kullanilirlar. Bu yilizden, Wainer ve
arkadaslar1 tarafindan tripsinin ilk olarak silika materyal {izerine immobilize
edilmesi sasirtict olmamalidir (Schaefer, 2005). HPLC’de siklikla kullanilan silika
matriksler sodyum silikatin asitle muamelesi sonucu elde edilirler. Silika
yiizeyindeki silanol gruplar1 (Si-OH) silikaya cok hidrofilik ve kolaylikla
modifiye edilebilen bir yapi1 kazandirir (Sekil 1.6). Ayrica, silika matriksler
sikigtirllamazlar, organik c¢ozgenlerden etkilenmezler ve mekanik olarak

kararhidirlar.

Sekil 1. 6  Silika jel yapisi.

1.2.4 Enzim immobilizasyonunda glutaraldehit

Glutaraldehit, immobilizasyon uygulamalarinda capraz baglayici bir ajan
olarak kullanilan, CH2(CH2CHO), formiiliine sahip bir organik bilesiktir (Sekil
1.7). Glutaraldehit araciliiyla yapilan kovalent immobilizasyon, enzim
immobilizasyonunda cok sik kullanilan teknolojilerden biridir. Glutaraldehit ¢ok
yonlil bir reaktiftir. Sahip oldugu yiizey katyonik doga sayesinde diisiik iyonik gii¢
kullanarak proteinlerin hizli immobilizasyonuna izin vermektedir. Enzim
immobilizasyonunda glutaraldehit kullaniminin ¢esitli yollar1 bulunmaktadir. En
sik kullanilan iki yontem: (1) daha once glutaraldehit ile aktive edilmis destek
izerine enzimlerin immobilizasyonu ve (2) glutaraldehit ile muamele edilen
proteinlerin, primer amino gruplarina sahip yiizey iizerine absorbsiyonudur

(Betancor et al., 2006).
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Sekil 1.7  Glutaraldehit yapist.

1.3 Organik Coziiciilerde Enzimlerin Kullanim

Enzimler, organik sentezlerdeki spesifik biyotranformasyonlar i¢in yeni
araclar haline gelmeye baslamistir. Organik coziiciilerde enzimlerin kullanimi
organik sentezlerdeki potansiyel uygulamalar1 biiyiikk olciide genisletmektedir.
Son yillarda, susuz ortamlarda enzimlerin kullanimi bu tiir ortamlarda enzim
aktivitesinin kesfedilmesini saglamistir (Klibanov, 1997). Sulu ve organik
ortamlar arasinda enzim aktivitesi ile ilgili cok sayida karsilagtirma yapilmasi
miimkiin olmamasina ragmen (¢iinkii enzimler genellikle farkli ortamlarda farkli
reaksiyonlar1 katalizlerler), reaksiyon oranlarindaki biiyiik fark bu iki farkl kosul
alinda molekiiler esneklik ve enzim konformasyonun tamamen farkli
olabilecegini gostermektedir. Birkag yOntem organik c¢oziiciilerde enzim

aktivitesini arttirmak i¢in kullanilmaktadir:

(1) Organik c¢oziinebilen yiizey-enzim komplekslerinin olusturulmasi

(diftizyon sinirlamasinin azaltilmasi),

(2) Polimer ile modifiye edilmis enzimlerin kullanim1 (6r: pegile edilmis

enzimler)

(3) Diger enzim-polimer komplekslerinin kullanimi1 ve

(4) Liyofilize enzim katki maddelerinin (tuz, polimerler veya diger yardimci

maddeler gibi) kullanimi (Triantafyllou, 1997).

Proteinler sahip olduklar1 yapisal ve kimyasal dogal istikrarsizliklar1 nedeni
ile fiziksel ve/veya kimyasal strese maruz kaldiklarinda kisalan yasam siirecleri

gdz Oniline alindiginda biyokatalizor ve terapotik ajan olarak kullanimlar
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sinirlanmaktadir (Wang, 2005; Polizzi et al., 2007). Bu durumun iyilestirilmesi
icin, cesitli metodlarin gelistirilmesi amaglanmustir. Ornek olarak, (1) yardimci
maddelerin eklenmesiyle farmasotik proteinlerin sivi ve kati faz stabilitesini
arttirabilir, (2) gelistirilmis termodinamik stabiliteye sahip veya kimyasal olarak
reaktif olan amino asitleri eksiltilmis mutant paroteinler yaratilabilir, (3)
proteinlerin hem in vitro hem de in vivo stabilitelerini gelistirmek icin proteinler
kimyasal olarak modifiye edilebilir (Frokjaer and Otzen, 2005). Belkide bu
baglamda en yaygin kimyasal modifikasyon, proteinlerin yiizeyine poli(etilen
glikol) molekiillerinin baglanmasidir, bu siire¢ genellikle PEGilasyon olarak
anilmaktadir (Inada et al., 1995; Veronese and Mero, 2008; Pasut et al., 2008).
Bununla birlikte PEGilasyon bazi1 dezavantajlara da sahiptir. Ornek olarak, protein
pegilasyonuna genellikle bir aktivite kayb1 eslik etmektedir (Pasut et al., 2008).
Bu kaybin biiyiikliigii enzime baglanan PEG molekiillerinin sayisi, lokasyonu ve
boyutuna baglidir. Belirli bir uygulamada en uygun PEG-protein konjugatlarini
secmek icin, PEG molekiillerinin boyutunun ve modifikasyon derecesinin enzim

aktivitesi tizerindeki etkileri sistematik olarak incelenmek zorundadir.

1.3.1 Polietilen glikol

Organik ¢ozgenlerde enzimleri ¢oziiniir kilmak icin, enzim molekiilleri ile
amfipatik molekiillerin hibridizasyonu gerceklestirilmekte ve bu sayede siklikla
enzim ¢oziiniir hale getirilebilmektedir (Takahashi et al., 1988; Yang et al., 1996).
Biyoteknolojik proseslerde yeni bir yaklasim, enzimlerin hidrofilik ve hidrofobik
ozellige sahip bir makromolekiil olan PEG ile modifikasyonu olmustur. PEG ile
modifiye edilen enzimler organik ¢ozgenler igerisinde ¢oziiniir ve aktif
olabilmektedir. Papain, peroksidaz, katalaz, lipaz, kimotripsin gibi modifiye
edilen enzimlerin hepsi organik ¢ozeltiler icerisinde ¢oziinmekte ve geri hidroliz
reaksiyonlarini, peptid bagir olusumunu, ester sentez ve degisim reaksiyonlarini
etkili bir bicimde katalizleyebilmektedir (Sakurai, 1990). Bu bulgular,

biyoteknolojik ve biyomedikal proseslerdeki gelismelere yeni bir yol agmistir.

Pegile enzimler 19701 yillarda gelistirilmis ve kullaniminin ilk amaci, bazi

protein ilaclarin antijenitesini ve immiinojenitesini azaltmak olmustur. Daha sonra
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Pegile enzimlerin kullanimi ile 1980’lerde biyotransformansyonda kullanilan
susuz enzim sistemleri gelismistir. PEG ile modifiye edilen enzimler ¢cogu organik
cozeltilerde c¢oziinebilmekte ayrica organik c¢oziiciilerde az c¢oziinen substratlar
izerinde de rol oynayabilmektedirler (Bovara et al., 1994). 1984 yilinda
Matsushima ve arkadaslari, PEG-kimotripsin konjugatinin organik coziiciilerde
ters proteoliz reaksiyonu ile amid bag olusumunu katalizleyebildigini
gosterdikten sonra organik ¢oziiciilerde peptid sentezi i¢in yapilan PEG-proteaz
calismalar1 Gaertner ve arkadaslar tarafindan kapsamli olarak incelenmistir. Bu
calismalarda kimotripsin, papain, subtilisin, termolizin ve tripsin (Kodera et al.,
1998) gibi proteolitik enzimler kullanilmistir. Bu modifiye proteazlarin substrat

spesifiteleri modifiye edilmeyen proteazlarla aynidir.

Polietilen glikol (PEG) suda ve bir¢ok organik ¢ozeltide yiiksek ¢oziiniirliige
sahip olan lineer bir polimerdir. PEG, HO-(CH,CH,0), -CH,CH,OH genel
formiiliine ve tipik olarak birka¢ yiizle- yaklasik 20.000 arasinda degisen
molekiiler agirligr sahiptir. Amfipatik bir makromolekiil olan PEG in hidrofilik
dogasi sulu ¢ozeltilerde enzimleri modifiye etmeyi miimkiin kilarken, hidrofobik
dogas1 modifiye edilmis enzimleri hidrofobik bir ortamda ¢6ziiniir yapmaktadir.
PEG polimeri toksik, immiinojenik ve antijenik Ozellik gostermemekte ayrica
kolaylikla kimyasal —modifikasyona ugrayabildiginden kolaylikla diger
molekiillere ve yiizeylere baglanabilmektedir. PEGilasyon aktif proteinlere zarar
vermemekle birlikte proteinin boyut ve c¢oziiniirlilk gibi fiziksel ©6zelliklerini
diizenlemektedir. Bunun yan1 sira PEG polimerinin bazi enzimlere baglandiginda
enzim lizerinde stabilize edici etki gosterdigi belirtilmistir (Manta et. al., 2003),
PEGilasyon proteazlarin termodinamik stabilitesini arttirmaktadir (Rodriguez-
Martinez et al., 2008). PEG konjugatlar1 proteinlerin yiizeylerini maskelemekte ve
polipeptidlerin molekiiler boyutunu arttirmaktadir. Boylece, renal ultrafiltrasyon
azallmakta, antikor veya antijen isleyen hiicrelerin yaklagimi ©Onlenmekte,
proteolitik enzimler tarafindan gerceklestirilen degredasyon azaltilmaktadir

(Veronese, 2001).
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Cizelge 1.4 Polietilen glikol’iin sahip oldugu bazi1 6zellikler (Kodera et al., 1998).

e Amfipatik 6zellige sahiptir sulu ¢ozeltilerde ve bir bir¢ok organik
cozeltide ¢oziinebilir

e Non-toksiktir

¢ Son derece zayif immiinojenik davranis gosterir

e Yiiksek konsantrasyonda kullanimi hiicrelerin kaynagmasina sebep

olur

e Protein ve niikleik asitleri ¢oktiirmek i¢in kullanilabilir

® Biyoaktif maddeleri ve enzimleri organik veya sulu ¢ozeltilerde

coOziiniirlestirebilir

¢ Proteinleri non-immiinojenik ve tolerojenik hale doniistiiriir

¢ In vivo PEG-protein ilaglarin atilim siiresini uzatir

® Biyoaktif maddelerin ve proteinlerin fizyolojik fonksiyonlarinin

stabilizasyonu saglar

e (esitli ilaglarin farmakokinetigini degistirir

¢ Biyolojik makromolekiilleri, membranlari, hiicre partikiillerini ve

hiicreleri ayirir

1.4 Protein Fragmantasyonu

Insan serum ve plazma proteomunun kapsamli analizi, mevcut tahminlere
gore yaklasik 100.000 proteinin (izoformlarda dahil) ekspresyonu rapor edildigi
gbz Oniine alindiginda biiyiik bir zorluk icermektedir. Daha da onemlisi, diisiik
miktarlarda bulunan proteinlerin analizini yapmak ¢ok zor olmaktadir (Issaq et al.,

2007; Anderson and Anderson, 2002). Bu baglamda bir biyolojik sistemde
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ilgilenilen proteinin olasi roliine 151k tutabilmek icin izolasyonu, karakterizasyonu

ve identifikasyonu adimlariin ¢ok iyi ¢alisilmis olmasi gerekir.

Peptid haritalandirma uzunca bir siiredir protein analizi icin giiclii bir arac
olarak kullanilmaktadir. 1970’lerin sonlarindan bu yana, bu teknik post-
translasyonel modifikasyon tespiti, genetik varyantlarin belirlenmesi, genetik
olarak tasarlanmig protein Uriinlerinin kalitesi ile ilgili degerli bilgileri
arastirmacilara sunmaktadir (Huberman and Aguilar, 1988; Pohl et al., 1984;

Garnick et al., 1988).

Top—down ve Bottom—up yaklasimlarini kapsayan modern protein
identifikasyon yontemlerinde, peptid kiitle haritalama ve MS/MS tabanli peptid
sekanslama anahtar metodlardir. Giivenilir peptid haritalart ve MS / MS tarafindan
anlamli sekans verileri elde etmek i¢in sadece ayirma optimizasyonu degil ayrica
proteolitik yikim kosullarinin optimizasyonu da gerekmektedir (Domon and

Aebersold, 2006)

Ne amacla olursa olsun protein yikimi vazgecilmezdir. Kimyasal yikim ile
karsilagtirlldiginda, enzimatik yikim sahip oldugu cok yonliiliigii nedeniyle

popiilerdir (Massolini and Calleri, 2005).

Protein fragmantasyonu, Kkiitle spektrometresi (MS) araciligiyla yapilan
protein identifikasyonunlarinda onemli bir rol oynamaktadir. Tripsin proteinlerin
identifikasyonu ve karakterizasyonu icin protein fragmanlamada kullanilan en
popiiler enzimdir. Tripsin secici olarak lizin ve arginin artiklarindan sonra peptid
baglarmm yikarak, kiitle spektrometresi (MS) araciligiyla yapilan yiiksek
coOziiniirliik ve duyarlilikta kiitle haritalandirmalar1 i¢in uygun kiitle araliginda
peptidler saglar. Tripsin immobilize enzim sistemleri olusturabilmek icin,
nanopartikiiller, membranlar, plakalar, birlesik silika kapilerleri, ticari boncuklar
ve monolitik materyaller gibi ¢esitli yiizeyler iizerine kovalent baglanabilmekte,
tutuklanabilmekte veya fiziksel olarak adsorblanabilmektedir (Junfeng et al.,

2008).
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Proteoliz iki yolla yapilabilmektedir, bunlardan birincisi klasik c¢ozelti
icerisinde gerceklestirilen homojen yikim, ikincisi ise kati-faz heterojen yikimdir.
Cozelti igerisinde yapilan tripsin yikimi ile ilgili hazirlanan protokollerde ¢ok
sayida dezavantajdan bahsedilmektedir; (1) yiiksek verimlilik protein
identifikasyon teknolojilerindeki  (high-throughput protein identification
technology) ilerlemeleri sinirlayabilmekte, (2) kapsamli manuel 6rnek hazirlama
adimlar1 icermekte, (3) uzun inkiibasyon siiresi gerektirmekte (6-24saat), (4)
disiik proteolitik yikim orant saglamakta ve (5) yiiksek konsantrasyonda
kullanilan tripsin, otolitik fragmentler olusturarak gozlenen kiitle spektrumunu
karmagik hale getirebileceginden tripsin-substrat orani diisiik tutulmak zorundadir
(1:50) (Matsudaira, 1993). Protein analizlerindeki yogun ilgi gz Oniine
alindiginda, son yillarda immobilize tripsin konsepti eski protokoller iizerindeki
cesitli avantajlar1 nedeni ile ¢ok fazla dikkat ¢ekmistir. (1) Genis enzim-substrat
orani, (2) yiiksek yikim verimliligi, (3) tekrar kullanabilirliginin miimkiin olmasz,
(4) serbest enzime gore denatiirasyon ve inaktivasyon oraninin diisiik olmasi bu

avantajlarin basinda gelmektedir (Guibault, 1984; Krogh et al., 1999).

Geleneksel biyo-analitik  strateji 2D-jel elektroforezi ile kiitle
spektrometresinin (MS) kombinasyonlarina dayalidir. Proteinlerin
gorsellestirilmesi ve ayristirilmasinda oldukga verimli bir teknik olmasina ragmen
2D-jel elektroforezi kanitlanmis bazi dezavantajlara sahiptir (Hidrofobik ve
membran proteinlerinin sinirh ¢oziiniirligli, yiiksek asidik ve bazik proteinlere
odaklanma giicliigii, diisiik duyarlilik ve otomasyon sorunlari). Bu nedenle,
giinlimiizde, 2D-jel elektoforezi alternatif yontemlerle degistirilmeye baslanmistir.
Bu yontemler, sivi kromotografisi (LC) ve/veya kapiler elektroforez (CE) gibi
yiiksek verimlilikli ayirma teknikleri kullanarak protein ve peptidlerin ayrilmasini
icermektedir. Kapiler elektroforez ve yiiksek performans sivi kromatografisi
(HPLC) yiiksek hassasiyet, hizli analiz, kiiciik 6érnek boyutu, cok sayida ayirma
mekanizmasi gibi ozelliklere sahiptir ve otomasyona miisaittir (Massolini and

Calleri, 2005).
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2. MATERYAL ve METOD

2.1 Materyal

Kullanilan kimyasal maddeler; silikon dioksit, glutaraldehit, Coomassie
Brillant Blue G250, N-benzoil-L-arginin-p-nitroanalid (BAPNA), tripsin (1550
U/mg kati, 88 pg protein/mg kati), 1,6-diaminohekzan ve HPLC grade asetonitril
ve trifloroasetik asit Sigma Chemical Co. (St. Louis, CA)’den, polietilen glikol
(PEG) 2000 ve 5000 Fluka’dan temin edilmistir. Kullanilan diger kimyasallar
analitik safliktadir.

2.2 Tripsin Aktivite Tayini

Tripsin aktivitesi, sentetik bir substrat olan N-benzoil-L-arginin-p-
nitroanalid (BAPNA) kullanilarak tayin edildi. Prosiidiiriin temeli, reaksiyon
sonucu aciga cikan p-nitro anilinin 410 nm'de spektrofotometrik Ol¢iimiine

dayanir (Sekil 2.1).

NOQ NO2
/N
B g 0
NH Tripsin )‘OH HaN
— HN HN
N\ > @442 +  p-nitroanalin
0 ¢ 0
( )
HN HN
JrNH, JNH;
HN HN
BAPNA

Benzoil-Arg

Sekil 2. 1 p-Nitro analin olusumu.

Serbest tripsin aktivite dl¢timiinde reaksiyon karisimi; 160 pl 0.1 M pH 7,5
fosfat tamponu, aym tamponda hazirlanan 20 pl tripsin (10 mg/ml) (27,7
Unit/mg), 20 pl % 0,9’luk NaCl, ve % 0,1’lik 100 ul BAPNA (10 mg BAPNA +
0,2 ml DMSO + 9,8 ml destile du) icermektedir. Kor olarak ayni reaksiyon
karisiminda tripsin ¢ozeltisi yerine 20 pl 1 mM HCI kullamild: (Cizelge 2.1).



27

Cizelge 2. 1 Serbest tripsin aktivite 6l¢lim protokolii.

KOR ORNEK
Fosfat Tamponu 160 ul 160 ul
HCI 20 ul -
Tripsin - 20 ul
NaCl 20 ul 20 pul
BAPNA 100 pl 100 pul
28°C’de 10 dakika inkiibasyon
410 nm’de kore karst absorbans okunur.

Immobilize enzim aktivite 6lciimiinde reaksiyon karisimi; 360 pl 0.1 M pH
7,5 fosfat tamponu, 50 mg immobilize tripsin preparati, 40 pl % 0,9’luk NaCl, ve
% 0,1’lik 200 ul BAPNA (10 mg BAPNA + 0,2 ml DMSO + 9,8 ml D.Su)
icermektedir. Kor olarak ayni reaksiyon karigiminda tripsin ile immobilize

edilmemis kat1 silika preparatlar1 kullanildi (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2  Immobilize tripsin aktivite l¢iim protokolii.
KOR ORNEK
Fosfat Tamponu 320 ul 360 ul
HCI 40 pl -
Immobilize Tripsin - 50 mg
NaCl 40 ul 40 ul
BAPNA 200 pl 200 pl
28°C’de 10 dakika 200 rpm de inkiibasyon
410 nm’de iist fazin kore karst absorbanst okunur.

Serbest enzim mikroplaka icerisinde 28°C deki ortam sicakliginda 10 dakika
inkiibe edildikten sonra microplaka okuyucu ile agiga ¢ikan p-nitro anilin’in 410
nm’de absorbans1 okundu. Immobilize enzim 28°C deki calkaliyicili inkiibatorde

200 rpm de 10 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra immobilize enzim
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preparat1 4°C deki sogutuculu santrifiijde 10,000 rpm de ¢oktiiriildii, daha sonra
200 pl st faz alinarak mikroplaka okuyucu ile agiga cikan p-nitro anilin’in 410
nm’de absorbansi okundu. 2-50 nmol/300 ul konsantrasyon araliginda hazirlanan
p-nitro anilin standart grafigi kullanilarak enzim aktivitesi sonucu olusan p-nitro

anilin konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Bir tripsin aktivite birimi, optimum kosullarda dakikada 1 pmol p-nitro

analin ag1ga cikaran enzim miktar1 olarak ifade edilir (Unit).

23 Protein Tayini (Bradford Metodu)

Tripsin preparatlarinin ve immobilizasyon sonrasi yikama sularmin tayini
Bradford (Bradford, 1976) metodu ile gerceklestirildi. Boya baglama temelli
yontemlerin en yaygini, Bradford tarafindan gerceklestirilen ve Coomassie
Brillant Blue G-250 boyasinin kullanildigi yontemdir. Yontem, organik boyalarin
asidik gruplart ile proteinlerin bazik gruplarinin (Lys, Arg) etkileserek renk

olusturmasi esasina dayanmaktadir.

S1g1r serum albiimininin (BSA), destile suda hazirlanmis 10 mg/ml’lik stok
cozeltisinden 20-200 ul/ml konsantrasyon araliginda hazirlanan standart grafigi

kullanilarak ornek protein konsantrasyonlar1 hesaplandi (Cizelge 2.3).

Bradford reaktifi hazirlanisi, 40 mg Coomassie Brillant Blue G-250, %
95’lik 50 ml etanolde ¢oziiliir, tizerine 55 ml % 88’lik fosforik asit ilave edilerek

destile su ile 1 1t’ye tamamlanir ve filtre edilir.

Cizelge 2. 3 Protein miktar tayini (Bradford Metodu).
Standart Kor Ornek

Destile su - 10 pl -
Standart 10 ul - -
Ornek - - 10 ul
Reaktif 200 pl 200 pl 200 pl

Tiipler kanigstirtir oda sicakliginda 10 dakika bekletilir

595 nm’de kore karst absorbans okunur.
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2.4 Tripsin Immobilizasyonu

Ticari olarak temin edilen tripsin enziminin kati1 destek materyal olan silika
(Si-OH) iizerine immobilizasyonunda kovalent baglama yontemi tercih edildi.
Tripsin immobilizasyonu, glutaraldehit ile aktive edilen silikaya direkt baglama,
1,6- diaminohekzan ve PEG varliginda baglama ile ii¢ farkli sistem kullanilarak

gerceklestirildi.
24.1 () Silika-Glutaraldehit iizerine Tripsin immobilizasyonu

(1) 10 g silikon dioksit, 1 saat boyunca 100 ml % 1’lik glutaraldehit igeren
0.1 M pH 4 asetat tamponu icerisinde, oda sicaklifinda, 200 rpm de orbital

karistiricida inkiibe edildi.

(2) Glutaraldehit’in asirist aktivasyon sonrasi destile su ile yikanarak

ortamdan uzaklastirildi.

(3) Yikama sonrasi aktif silikon dioksit, 20 ml tripsin (10mg/ml) (10mg
preparat ortalama 0,88 mg protein icermektedir) ve 80 ml 0.1 M pH 7,5 fosfat
tamponunda 4°C de 200 rpm de 1 saat orbital karistiricida inkiibe edildi.

(4) Enzim immobilizasyonu sonrasi immobilize preparat yikama sularinda
protein gozlenmeyinceye kadar 0.1 M pH 7,5 fosfat tamponu ile yikandi ve
yikama sularinda protein tayini yapilarak immobilize olan enzim miktar

belirlendi (Sekil 2.2).
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Sekil 2. 2 Glutaraldehit ile aktive edilen silikon dioksit iizerine tripsin immobilizasyonu.
2.4.2 (II) Silika-GA-DAH iizerine Tripsin immobilizasyonu

(1) 10 g silikon dioksit, 1 saat boyunca 100 ml % 1’lik glutaraldehit iceren
0.1 M pH 4 asetat tamponu icerisinde, oda sicaklifinda, 200 rpm de orbital

karistiricida inkiibe edildi.

(2) Glutaraldehit’in asirist aktivasyon sonrast destile su ile yikanarak

ortamdan uzaklastirildi.

(3) Glutaraldehit ile aktivasyon sonrasi silikon dioksit {izerine 0,1 M pH 8,5
bikarbonat tamponunda hazirlanan 100 ml % O0,1’lik 1,6-diaminohekzan ilave
edilerek, oda sicakliginda 2,5 saat siire ile 200 rpm de orbital karistiricida inkiibe
edildi.

(4) 1,6-diaminohekzan’in asiris1 destile su ile yikanarak ortamdan

uzaklastirildi.
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(5) 1,6-diaminohekzan baglanan silikaya 20 ml tripsin (10mg/ml) ve 80 ml
0.1 M pH 7,5 fosfat tamponu ilave edilerek 4°C deki orbital karistiricida 200 rpm

de 1 saat siireyle enzim immobilizasyonu gerceklestirildi.

(6) Enzim immobilizasyonu sonrasi immobilize preparat yikama sularinda
protein gozlenmeyinceye kadar 0.1 M pH 7,5 fosfat tamponu ile yikandi ve
yikama sularinda protein tayini yapilarak immobilize olan enzim miktari

belirlendi (Sekil 2.3).
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Sekil 2. 3  Aktif silikon dioksit tizerine 1,6-diaminohekzan baglayarak tripsin immobilizasyonu.
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24.3 (II) Silika-GA-PEG2000/5000-DAH iizerine Tripsin

immobilizasyonu

(1) 10 g silikon dioksit, 1 saat boyunca 100 ml % 1’lik glutaraldehit ve %
I’lik PEG (PEG2000 ve PEG5000) iceren 0.1 M pH 4 asetat tamponu karisimi
icerisinde, oda sicakliginda, 200 rpm de orbital karistiricida inkiibe edildi.

(2) Glutaraldehit ve polietilen glikol’iin asiris1 aktivasyon sonrasi destile su

ile yikanarak ortamdan uzaklastirildi.

(3) Silika/Glutaraldehit/PEG iizerine 0,1 M pH 8,5 bikarbonat tamponunda
hazirlanan 100 ml % 0,1’lik 1,6-diaminohekzan ilave edilerek, oda sicakliginda

2,5 saat siire ile 200 rpm’de orbital karistiricida inkiibe edildi.

(4) 1,6-diaminohekzan’in asiris1 destile su ile yikanarak ortamdan

uzaklastirildi.

(5) Elde edilen preparata 20 ml tripsin (10mg/ml) ve 80 ml 0.1 M pH 7,5
fosfat tamponu ilave edilerek 4°C deki orbital karistiricida 200 rpm’de 1 saat

stireyle enzim immobilizasyonu gergeklestirildi.

(6) Enzim immobilizasyonu sonrasi immobilize tripsin preparati yikama
sularinda protein gézlenmeyinceye kadar 0.1 M pH 7,5 fosfat tamponu ile yikandi
ve yikama sularinda protein tayini yapilarak immobilize olan enzim miktari

belirlendi (Sekil 2.4).
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Sekil 2. 4 PEG 2000 ve 5000 kullanarak tripsin immobilizasyonu.

2.5 Tripsin Immobilizasyonu icin Optimizasyon Calismalar

Tripsin’in silikaya immobilizasyonunda kullanilan ii¢ yontem i¢in dncelikle,
en uygun immobilizasyon kosullarinin arastirilmasi amaci ile glutaraldehit
konsantrasyonu (% 0.5, % 1, % 1.5, % 2), 1,6-diaminohekzan konsantrasyonu (%
0.1, % 1) ve protein miktarlar1 (0.77 / 1.25 / 2 / 2.58 mg) degistirilerek tripsin

immobilizasyonunun optimizasyonu gerceklestirildi.
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2.6 Silika Uzerine immobilize Edilen Tripsinin

Karakterizasyonu

Tasiyiciya baglama sonucu enzim molekiiliiniin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri degismektedir. Bunun baslica nedenleri; kovalent baglanma sirasinda
enzim molekiiliiniin yiikii, kimyasal yapisi ve konformasyonunun degismesi,
hareket yeteneginin sinirlanmasidir. Bu nedenle silika {izerine immobilize edilen
tripsin enziminin karakterizasyonunun yapilmasi gerekmektedir. Karakterizasyon
amacl ile immobilize tripsinin serbest enzime kiyasla optimum pH ve sicakligl,

uygun enzim miktar1 ve organik ¢ézgende calisabilirligi test edildi.

Immobilize ve serbest enzimlerin aktivitelerinin kiyaslanabilmesi icin
tagiyiciya baglanan enzim miktarinin belirlenmesi gerekir. Bu amacla ilk olarak,
immobilizasyon dncesi serbest enzimin protein miktari ile immobilizasyon sonrasi
yikama sularindaki protein miktarlar tayinleri Bradford yontemi ile yapildi, ilave
edilen protein ile yikama sularindaki baglanmayan protein miktarlar1 arasindaki
farktan immobilizasyon verimi hesaplandi. Ayrica immobilizasyon dncesi (serbest

enzim) ve immobilizasyon sonrasi enzim aktiviteleri belirlendi.
2.6.1 Sicakhk

Enzimlerin katalitik aktivitesi sicakliga bagimlidir ve reaksiyon hizi
sicaklikla beraber bir artis gostermektedir, fakat belirli sicaklik limitlerinin
tizerindeki degerlerde enzim proteininin denatiirasyonundan dolayr enzim

aktivitesinde diisme gozlenir.

Serbest ve immobilize enzim aktivitesine sicaklifin etkisi genellikle
optimum egriler cizilerek izlenir. Bu grafik bagil aktivitenin sicaklik ile
degisimini gosterir. Genellikle inkiibasyon siiresi arttikca termal denatiirasyon
nedeniyle optimum sicaklik diismekte, immobilize edilen enzimin optimum

sicakligi ise genellikle degismektedir.
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Serbest ve immobilize tripsinin sicakliga bagimli aktivitelerini belirlemek
amaci ile 4-85°C sicaklik araliginda (4, 15, 25, 37, 45, 55, 70, 85°C) calisild1 ve

her iki formun optimum sicaklik degerleri belirlendi.

262 pH

Enzimler protein yapisindaki molekiiller olduklarindan katalitik aktiviteleri
cevre kosullarindan oldukga etkilenmektedir. Bunlardan biriside ortamin pH’1dir.
Inkiibasyon ortaminin pH’1 protein molekiiliiniin yiik ve dissosiasyon durumuyla
beraber aktif merkezi de etkilemektedir. Bu nedenle pH-aktivite iliskisinin
incelenmesi, immobilizasyonun neden oldugu pH-aktivite davranislarindaki
degisimler hakkinda bilgi vermekte ayrica enzim proteinlerinin yap1 fonksiyon

iliskilerinin anlasilmas1 acisindan da yol gosterici olmaktadir.

pH’1in serbest ve immobilize enzim aktivitelerine etkisini incelemek ig¢in
inkiibasyon tamponunun pH’1 pH 4-11 araliginda degistirilerek standart
kosullarda aktiviteler 6lciildii. Inkiibasyon karisimlarinin icerdigi tampon tiirii ve
pH degerleri: Asetat (pH 4-6), fosfat (pH 6-8), tris (pH 8-9) ve bikarbonat (pH 9-
11) olarak segildi.

2.6.3 Aktivite iizerine organik cozgen etkisi

Organik cozgenlerde, spesifik biodoniisiimler i¢in enzimler onemli bir arag
olmaktadir, fakat bircok enzim organik cozeltiler igerisinde aktivitelerinin biiyiik
bir kismin1 kaybetmektedir. Son yillarda yapilan kapsamli ¢alismalar sonucunda
aktivite kayiplarinin nedenleri anlasilmaya baslamistir; (1) azalan konformasyonel
mobilite, (2) elverissiz substrat enerjetigi, (3) doniisiim durum destabilizasyonu ve

(4) konformasyonel degisimler bu nedenlerin basinda gelmektedir.

Aktif merkezden su molekiillerinin uzaklastirilmasi susbtrata yer saglamak
ve spesifik substrat-enzim etkilesimini saglamak acisindan ¢ok Onemlidir. Su
igerisinde, translasyonel ve rotasyonel entropideki artistan dolay: aktif merkezden
su molekiillerinin ¢ikarilmasi enerjetik olarak elverisli olmaktadir. Fakat organik

cozgenler icerisinde bu durum dramatik bir bicimde degismektedir ¢iinkii su
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molekiillerinin ¢ikarilmasi termodinamiksel olarak uygun olmamaktadir ayrica
organik ¢ozgenlerdeki diisiik dielektrik sabiti yiiziinden lizin artiklarinin g-amino
gruplar1 aspartik ve gulutamik asit gibi anyonik artiklar ile tuz kopriileri
olusturarak konformasyonel degisime veya aktif bolge blokajina neden olabilir

(Kotzia et al., 2007; Sola” et al., 2006; Rodriguez-Martinez et al., 2009).

Bu durumu diizeltmek i¢in bir¢ok yontem gelistirilmeye calisilmaktadir. Bu
yontemlerden belki de en yaygin olarak kullanilant proteinlerin yiizeylerine
polietilen glikol (PEG) molekiillerini baglayarak protein yiizeylerini kimyasal

modifikasyona ugratmaktir.

Organik c¢ozgen’in serbest ve immobilize enzim aktivitelerine etkisini
incelemek icin farkli oranlarda asetonitril iceren (% 5 ACN-% 0.1 TFA / % 30
ACN-% 0.1 TFA / % 80 ACN-% 0.1 TFA) organik cozeltilerde standart
kosullarda aktiviteler 6l¢iildii. Protein fragmantasyonu sirasinda olusan peptidlerin
ayirimi asetonitril gradient eliisyonu ile gerceklestirilecegi icin organik ¢ozgen

olarak asetonitril secildi.

2.7 Kararhlik Testleri

Immobilize enzim preparatlari  6zellikle endiistriyel — proseslerde
kullanilacaklarsa en Onemli kriterlerden birisi bu preparatlarin kararhiligidir.
Immobilize enzim kararlilifindan anlasilan, belirli calisma kosullarinda enzim
aktivitesinin zamana bagimli olarak korunmasidir. Bu siradaki enzimin aktivite
kaybr cesitli nedenlere dayanir. Bunlar, mikrobiyal yikim ve termal, pH veya
kimyasal inaktivasyon olarak siralanabilir. Bunun disinda tasiyicinin par¢alanmasi

veya bagka sebepler ile matriksten enzim kagis1 da aktivite kaybina neden olur.

Immobilize enzimin depo ve operasyonel Kkararliliklari da ©nemli
parametrelerdir. Genellikle immobilize enzimlerin depo kararhiliklar1 serbest
enziminkinden daha iyidir. Ancak tersi durumlarla da karsilagilabilmektedir. Depo
kararlili§i, uzun siireli saklama kosullarinda enzimin aktivite kaybinin bir
Olciistidiir. Bu siire icerisinde enzimin katalitik potansiyelinden yararlanilmaz yani

enzim is yapmaz. Operasyonel kararlilik ise enzimin i3 yapma siirecinde
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aktivitesindeki degismeyi gosteren bir parametredir. Operasyonel kararlilik ne
kadar yiiksek ise enzimin Kkatalitik potansiyelinden o Olgiide yararlanilabilir.
Operasyonel kararliligin 6l¢iisii, enzimin reaktordeki yar1 émrii (ti2) yani enzimin

aktivitesinin yarisinin kaybolmasi i¢in gecen siiredir.

2.7.1 Termal kararhhk

Enzimler protein yapida olduklar1 ve 1siya karsi duyarli olduklarindan,
sicaklik yiikseldik¢e inkiibasyon siiresine bagimli olarak aktivite kaybi hizlanir.
Sicaklik sabit tutulursa bile yalmiz inkiibasyon siiresinin uzamasi bile
denatiirasyon sonucu aktivite kaybina neden olur. Eger bir enzimin termal
kararliligi immobilizasyon ile degisiyorsa boyle enzimlerin kullanimi pek ¢ok

alanda yaygin olacaktir.

Serbest ve immobilize enzim preparatlarinin 1s1 kararliliklarin1 yani zamana
bagimhi termal kararliliklarini belirlemek ic¢in, 35°C, 45°C ve 55°C de farkh
siireler (30, 60, 90 ve 120 dakika) inkiibe edilen serbest ve immobilize enzim

preparatlarinin aktiviteleri standart kosullarda olciildii.

2.7.2 pH kararhih$

Ortamin pH’1min serbest ve immobilize enzimin aktivitesi iizerine etkisini
incelemek amaci ile serbest ve immobilize enzim preparatlar1 farkli pH’lardaki (6,
7, 8,9, 10, 11, 12,) tamponlarda oda sicakliginda 1 saat boyunca bekletildi ve

optimum kosullarda aktivite 6l¢iildii.

2.7.3 Depo kararhhg:

Depo kararliligi, immobilize enzim uygulamalarini ilgilendiren 6nemli bir
parametre olup uzun siire saklama durumunda enzimin aktivite kaybinin bir

Olciistidiir.
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Depo kararliligimi belirlemek icin 4 °C’de ayni kosullar altinda saklanan
serbest ve immobilize enzimlerden belirli zaman araliklarinda ornekler alinarak

aktiviteleri optimum kosullarda tayin edildi.
2.7.4 Operasyonel kararhhk

Enzimlerin operasyonel kararliligi, immobilize sistemlerin endiistriyel
uygulamalarinda 6nemli bir parametredir. immobilize enzimlerin operasyonel
kararliliklari, kesikli karistirmali bir tank reaktdrden cesitli zaman araliklarinda
aliman Orneklerin standart kosullarda aktivitesinin 0Ol¢iilmesi ile belirlendi.
Operasyon zamani ile enzim aktivitesindeki azalma arasindaki iligski belirlenerek

biyokatalizatoriin yar1 Omrii (ti12) hesaplandi.

Immobilize tripsin operasyonel kararliligini 6lgmek igin hazirlanan kesikli
karistirmal1 reaktor; 900 ul 0,1 M pH 8 fosfat tamponu, 100 ul NaCl (% 0,9), 500
ul BAPNA (% 0,1) ve 10 mg immobilize tripsin igerir. Operasyon sicakligr 35°C
olarak secilmistir. Reaktdrden farkli zaman araliklarinda ornekler alinarak standart

kosullarda aktiviteler ol¢iildii.
2.8 Immobilize Tripsinin Tekrar Kullamlabilirligi

Enzim immobilizasyonundaki en Onemli amaclardan biri tasiyiciya
immobilize edilmis olan enzimin bir proseste kullanildiktan sonra geri kazanimi

ve tekrar kullanilabilmesidir.

Immobilize enzimin tekrar kullamlabilirliginin belirlenebilmesi icin
optimum kosullarda aktivitesi Ol¢iiliir. Daha sonra immobilize enzim,
immobilizasyon prosesi esnasinda kullanilan uygun tampon ¢ozelti ile yikanir ve
tekrar aktivite ol¢climii yapilir. Bu islemler ardarda tekrarlanarak enzimin kaginci

olctimde ne kadar aktivite kaybettigi tespit edilir.

Enzim immobilizasyonu sonrasinda, organik ¢6zgen icerisinde immobilize
enzimin protein fragmantasyon potansiyeli calisilmasi hedeflendigi icin

immobilize enzimlerin organik c¢ozgenler igerisinde tekrar kullanilabilir olup
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olmadiginin arastirllmas1 gerekmektedir, bu nedenle tekrar kullanilabilirlik
denemesi hem uygun tampon c¢ozeltide, hemde farkli yiizdelere sahip organik

cozgenler icerisinde gerceklestirildi.
2.9 immobilize Tripsin ile Protein Fragmantasyonu

Hizli protein identifikasyonundaki en Onemli gelismelerden birisi peptid
haritalandirmadir. Peptid haritalandirma, proteinin proteolitik yikimini sonrasi

peptid fragmanlarinin ayrilmasi ve sekanslanmasi ile gerceklestirilir.

Bu teknik proteinlerin primer yapilarini calismak i¢in kullanildig gibi, (1)
proteinlerin patolojik degisikliklerinin tesbiti (Petricoin et al., 2003; Patton, 2002),
(2) ila¢ etkilesimleri i¢in potansiyel hedeflerin goriintiilenmesi (He et al., 2003),
(3) post-translasyonel modifikasyonlarin taspiti, (4) genetik degisikliklerin
identifikasyonu ve (5) rekombinant DNA teknolojisi ile iiretilen proteinlerin kalite

kontrolii (Garnick et al., 1988) gibi genis bir amaca hizmet etmektedir.

Uretilen peptidlerin dedeksiyonu genellikle, MALDI TOF (matrix-assisted
laser desorption ionization/ time-of-flight) kiitle spektrometresi (Bienvenut et al.,
2002) veya sivi kromotografi (LC) sistemi ile birlestirilen ESI-MS/MS
(electrospray ionization tandem mass spectrometry) sistemleri ile yapilmakta
(Frohlich et al., 2006) ve her iki stratejide de protein identifikasyonu; elde edilen
peptid kiitlelerinin proteomic veritabanlarindakiler ile karsilastirilmasi yolu ile

gerceklestirilmektedir.

Peptid haritalandirma stratejilerinde protein  yikimi1  vazgecilmezdir.
Giivenilir peptid haritalar1 ve MS tarafindan anlamli sekans verileri elde etmek
icin yikim kosullarinin optimizasyonu sarttir. Bu amag ile ¢alismanin son asamast
olarak immobilize edilen tripsin’in BSA (sigir serum albiimin) proteinini
fragmanlama potansiyeli arastirildi. Bu siirecte ilk olarak, fragmantasyonu dncesi
yikim etkinligini arttirmak icin klasik protokole gore bir on muamele islemi
yapilarak protein denatiirasyonu ve sistein kopriilerinin indirgenmesini saglandi
(Nicoli et al., 2008). Calisma sirasinda hizli ve etkili protein fragmantasyonu ve

peptid ayirimi saglamak amaci ile immobilize enzimlerle iki farkl sistem kuruldu.
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Birinci sistemde, immobilize enzimlerle ¢cdzelti ortaminda protein fragmantasyonu
greceklestirilerek HPLC ile protein fragmanlarimin ayrilmasi saglandi, ikinci
sitemde ise on-line immobilize enzim sistemi gelistirmek amaciyla, immobilize
enzimler kolon dolgu materyali olarak kullanilarak HPLC kolonu dolduruldu ve
protein fragmantasyon kolonu olarak kullanilmak tizere HPLC sisteminde ayirim
kolonunun oOncesine baglandi, bdylece ayni anda protein fragmantasyonu ve

peptid ayirimi gergeklestirilmeye ¢alisildi.
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3. SONUCLAR ve TARTISMA
3.1 Tripsinin Silika Destek Uzerine Kovalent immobilizasyonu

Proteazlar endiistriyel ve biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmaktadirlar. Fakat endiistriyel proseslerde dogal enzim kullanima,
operasyon ve saklama siireci sirasinda enzimin otoliziz etkisi, proteinde meydana
gelen yanlis katlanmalar ve agregasyon sonucunda biyokatalitik aktivitelerini hizl
kaybetmeleri ve stabil olmamalar1 goz Oniine alindiginda sinirlanmaktadir. Bunun
yant sira enzimleri subsrat ¢ozeltisinden c¢ikarmak zordur ve bu durum, {iriin
kontaminasyonuna sebep olabilir (Villalonga et al., 2000; Zhang et al., 2001;
Ruckenstein and Guo, 2001).

Yiizey tipinin (bi¢im, partikiil boyutu, porozite, kimya, mekanik gii¢c vb.) ve
amino asitlerin kimyasal modifikasyonuna yol actigi icin immobilizasyon
metodunun, bagl enzimlerin biyolojik aktiviteleri lizerinde biiyiik etkileri oldugu
acikca gosterilmistir. Se¢ilen immobilizasyon teknigi enzimin katalitik aktivitesini
siirdiirmesine izin vermeli ayrica kullanilan materyalin hidrofobisitesi, yiikii ve
kimyasal karakteri protein stabilitesini etkileyebildigi unutulmamalidir (Martin

and Anders, 2000; Podgornik and Tennikova, 2002).

Tripsin ile yapilan yikimlarin ¢cogu cozelti icerisinde yapilmaktadir. Cok
sayida dezavantaji beraberinde getiren bu durum yiiksek platformlu protein
identifikasyon teknolojisindeki ilerlemeleri sinirlayabilmektedir. Otolizizden
kacinmak i¢in tripsin-substrat orani diisiik tutulmakta bunun sonucunda ise uzun
yikim siirelerine ihtiyag¢ duyulmaktadir. Cozelti icerisinde gerceklestirilen
yikimlarda, yikim orani substrat konsantrasyonu ile sinirhidir. Bu yiizden, diisiik
mikromolar substrat konsantrasyonlarini iceren c¢ozeltilerde uygun protein
identifikasyonu elde etmek i¢in gerekli peptidlerin iiretimi sorunlu olmaktadir
(Quadroni and James, 1999). Uzun inkiibasyon siirelerinin kullanilmasi,
kacinilmaz olarak transpeptidasyon ve nonspesifik yarilma (Schaefer et al., 2005),
deaminasyon ve oksidasyon, tripsin otoliz iiriinleri gibi ¢ok sayida yapay
yikimlara yol agmakta ayrica maniiel 6rnek hazirlama ve bununla beraber olusan

ekstra adimlar pepdit kayiplarina neden olabilecegi gibi insan keratini gibi
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kontaminasyon girisimlerine neden olabilmektedir (Hunyadi-Gulyas and

Medzihradszky, 2004; Karty et al., 2002; Lundell and Schreitmuller, 1999).

Proteomik alaninda, immobilize enzim sistemleri peptid haritalandirmada
kullanilan bir aractir. Bu siirecte proteoliz sonrasi olusan peptid fragmanlarinin
identifikasyonu ile proteinler kimliklendirilir. Giiniimiizde bu analizlerin bircogu
limitasyonlarina ragmen 2D jel elektroforezi araciligiyla yapilmaktadir. Bu
prosediirde en cok zaman harcanan adim proteaz kullanilarak proteinlerin

yikimudir.

Yiiksek platformlu analizler (high throughput analysis) iizerindeki yogun
ilgi sonucu, kati-faz parcalama konsepti (tripsinin kati destek {izerine
immobilizasyonu gibi) sundugu ¢esitli avantajlar sayesinde son yillarda ¢ok fazla
ilgi toplamistir (Matsudaira, 1993; Dogruel et al., 1995; Gao et al., 2001). Enzim
immobilizasyonu sayesinde enzimin denatiirasyon veya inaktivasyon orant
azalmakta boylece enzim katalitik aktivitesini uzun siire siirdiirmekte ve bunun
sonucunda 1yi tekrarlanabilirlik saglamaktadir. Boylece immobilize tripsinin
kullanimi, iz seviyedeki ornekler i¢in daha uygun olup, yiiksek platformlu
otomasyona (high-throughput automation) uyum saglamakta ve toplamda diisiik

maliyetli olmaktadir.

Giliniimiizde, triptik parcalama uygulanilan analitik protokoliiniin zaman
sinirlayict adimi olarak kabul edilmektedir. Cozelti icerisinde yapilan protein
fragmantasyonunun; cok sayida dezavantaji da beraberinde getirdigi géz Oniine
alindiginda fragmantasyon etkinligi 6nemli derecede diismektedir. Bu baglamda,
calisma sirasinda kat1 destek ilizerine tripsin immobilizasyonu yapilarak siirecin
hizlanmasi saglandi. Bunun i¢in ilk olarak, kati destek olarak secilen silikaya
enzim immobilizasyonu, glutaraldehit aracilifiyla farkli yontemler denenerek
gerceklestirildi. Immobilizasyon veriminin belirlenmesinden sonra
karakterizasyon calismalarina gecildi. Bunun igin, serbest ve immobilize enzim
preparatlarinin optimum sicakligi, optimum pH’1, kararlilig1 (termal, pH, depo,
operasyonel, tekrar kullanilabilirlik) arastirildi. Karakterizasyon calismalari
kapsaminda hazirlanan preparatin organik ¢ozgende kullanilabilme etkinligi test

edildi. Son asama da ise immobilize sistem otomatize hale getirilmeye calisilarak
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protein fragmantasyonunda yenilik¢i bir strateji gelistirilmeye calisildi, bunun icin
oncelikle secilen protein Orneginin (BSA) fragmantasyonu Oncesi yikim
etkinligini arttirmak icin klasik protokole gore bir on muamele islemi yapilarak
denatiirasyonu ve sistein kopriilerinin indirgenmesini saglandi (Nicoli et al.,
2008), daha sonra immobilize sistemin online HPLC sisteminde kullanim
potansiyelleri arastirildi. immobilizasyon ve fragmantasyon ile ilgili sonuglar bu
boliimde alt basliklar halinde cizelge ve sekillerde verilerek ¢alisma ayrintili bir

sekilde aciklanmistir.

3.1.1 Tripsin immobilizasyonu icin glutaraldehit miktariin

optimizasyonu

Tasiyiciya kovalent baglama ile enzim immobilizasyonunda ilk adim,
tastyicimin - aktivasyonudur.  Tasiyicinin - aktivasyonu  cesitli  reaktifler
(Glutaraldehit, CNBr, CDI, Tirazin, Epoksit vb.) ile gerceklestirilebilmektedir. Bu
caligmada glutaraldehit tercih edilmistir, ciinkii ¢ok yonlii bir reaktif olan
glutaraldehit sahip oldugu ylizey katyonik doga sayesinde diisiik iyonik giic¢
kullanarak proteinlerin hizli immobilizasyonuna izin vermektedir. Bunun igin,

aktive edilen tastyicinin aktivasyon diizeyi optimize edilmelidir.

Tasiyic1 aktivasyonu i¢in kullanilacak uygun glutaraldehit miktarini
belirlemek icin degisen miktarlarda (% 0.5, % 1, % 1.5, % 2) glutaraldehit
kullanilarak aktivasyon gerceklestirildi. Farkli miktarlarda glutaraldehit ile aktive
edilen 500mg’lik tasiyicilara tripsin preparati (2.24 mg protein iceren) immobilize
edilerek % immobilizasyon verimleri ve aktivite hesaplandi. Sonugta, 500 mg
tasiyict basmna yapilan aktivasyonda en yiiksek aktivite verimi % 1’lik

glutaraldehit ile elde edildi (Cizelge 3.1).

Tasiyicinin  aktivasyon derecesine bagimli olarak immobilize enzimin
spesifik aktivitesinin dnce artmasi ve belirli bir degerden sonra azalmasi beklenen
bir durumdur. Ciinkii tasiyic1 iizerindeki reaktif grup diizeyi belirli bir degeri
astiktan sonra, enzim molekiillerinin bircok noktadan tasiyicitya baglar,
istenmeyen bu durum enzimin ii¢ boyutlu yapisini degistirebildigi gibi aktif

merkeze substrat ulasiminida engelleyerek enzim aktivitesinde diisiise neden olur.
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Immobilizasyon sirasinda ortama eklenen PEG molekiillerinin enzim aktivitesi
tizerindeki etkileri incelendiginde, PEG molekiillerinin molekiil biiyiikliikleri
enzim immobilizasyonu sirasinda enzimin aktif yiizeye ulagsmasin1 zorlastirmakta,
yiiksek seviyede hidrojen bagi yapma kapasiteleri sayesinde enzimi sararak
stabilitesini arttirmakta fakat bu sirada aktif merkeze substrat ulasimi
engellendiginden diger immobilizasyon yoOntemine gore aktivitede diisiis
goriilmektedir. PEG 2000’den PEG 5000’e cikildiginda molekiil biiyiikliigi ile

paralel olarak aktivite diisiisii beklenen bir durumdur.

izelge 3. 1 Tripsin immobilizasyonu i¢in glutaraldehit miktarinin optimizasyonu.
Cizelg p yonu igin g p y
. - . . . . L. Total
GA Immobilizasyon Baglanan Immobilizasyon Spesifik Aktivite Aktivite
ivi
(%) Yontemi Protein (mg) Verimi (%) (nmol/dkmg)
(nmol/dk)
Silika-GA 1,48 66,0 19,8 29,3
0,5 | Silika-GA-Peg2000 1,03 46,0 9,6 9,9
Silika-GA-Peg5000 1,07 47,8 8,0 8,6
Silika-GA 1,54 68,4 23,5 36,1
1,0 | Silika-GA-Peg2000 1,03 45,8 9,8 10,1
Silika-GA-Peg5000 1,04 46,2 9,0 9.4
Silika-GA 1,94 86,0 17,7 343
1,5 | Silika-GA-Peg2000 1,13 50,0 9,3 10,5
Silika-GA-Peg5000 0,88 39,1 8,4 7.4
Silika-GA 1,61 71,5 9,7 15,6
2,0 | Silika-GA-Peg2000 1,20 53,3 9,4 11,3
Silika-GA-Peg5000 1,04 46,2 5,3 5,5

(Immobilizasyon sirasinda: 2,24 mg protein/500 mg silika, % 1°lik PEG 2000 ve 5000 kullanildi)
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3.1.2 Tripsin immobilizasyonu icin 1,6-diaminohekzan

miktariin optimizasyonu

Immobilizasyon sirasinda 6zellikle BSA gibi biiyiik molekiiler agirhiga sahip
substratlar i¢in uygun ara kol (spacer arm) kullanildiginda, genellikle enzim daha
iyi bir esneklik kazanmakta, ara kol kullanilmadan yapilan enzim
immobilizasyonu ile karsilastirildifinda ise sterik engellemeler azaldigindan
dolay1 enzim aktivitesinde 6nemli bir artig goriilebilmektedir. Bu nedenle uzatici
kolun immobilizasyon aktivite verimliligi lizerindeki etkinligi c¢alisildi. % 1
Glutaraldehit ile aktive edilen tasiyici tizerine farkli konsantrasyonlarda (% 0.1, %
1) 1,6-diaminohekzan takilarak % immobilizasyon verimleri ve aktivite
hesaplandi. Sonugta, takilan kol ile en iyi aktivite verimi % 0.1’lik 1,6-
diaminohekzan konsantrasyonu kullanilan immobilizasyonda bulundu (Cizelge
3.2). Kol takilmadan yapilan immobilizasyonlar ile karsilastirildiginda hemen
hemen ayni immobilizasyon ve aktivite verimine ulasildi, fakat BSA gibi ¢ok
biiyiik substratlar yerine BAPNA gibi kiiciik bir sentetik substrat kullanildig1 icin

biiyiik bir farklanma gozlenmemesinin normal oldugu diisiintildii.

Cizelge 3. 2 Tripsin immobilizasyonu i¢in 1,6-diaminohekzan miktarinin optimizasyonu.
Dah | . . . . Baglanan immobilizasyon Spe?ii:ik To.ta.l
(%) Immobilizasyon Yontemi Protein (mg) Verimi (%) Aktivite Aktivite

(nmol/dkmg) (nmol/dKk)
Silika-GA-Dah 1,08 72,3 19,2 28,0
0,1 | Silika-GA-Peg2000-Dah 0,75 50,3 16,7 21,4
Silika-GA-Peg5000-Dah 0,72 48,0 8,3 10,0
Silika-GA-Dah 0,97 64,6 14,2 18,0
1,0 | Silika-GA-Peg2000-Dah 0,71 473 15,8 20,7
Silika-GA-Peg5000-Dah 0,64 42,6 13,8 17,0

(Immobilizasyon sirasinda: 1,5 mg protein/500 mg silika, % 1’lik GA ve % 1’lik PEG 2000 ve
5000 kullanildr)
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3.1.3 Tripsin immobilizasyonu icin bagh protein miktarmin

optimizasyonu

Tripsin immobilizasyonu i¢in uygun GA ve Dah oram belirlendikten sonra
immobilizasyon etkinligine protein miktarinin etkisini incelemek amaci ile
tasiyiciya, aktifleyici ajan ve ara kol miktar1 sabit tutularak farkli protein
konsantrasyonlarindaki tripsin preparatlarinin (0.77 / 1.25 / 2 / 2.58 mg) aym

kosullarda immobilizasyonu gerceklestirildi.

Cizelge 3.3 Tripsin immobilizasyonu i¢in bagli protein miktarinin optimizasyonu.
Protein i bili Basl i bili Spesifik Total
mmop1iiz n nan mmobuiz n
Miktari oprizasyo a5 and OOrIzASyo Aktivite Aktivite
Yontemi Protein (mg) Verimi (%)

(mg) (nmol/dkmg) | (nmol/dk)
Silika-GA 0,56 72 10,7 6,0
Silika-GA-Dah 0,44 57 18,2 8,0

0,77
Silika-GA-Peg2000-Dah 0,24 31 14,2 34
Silika-GA-Peg5000-Dah 0,14 18 16,3 2,2
Silika-GA 0,8 64 9,4 7,6
Silika-GA-Dah 0,63 50 13,5 8,4

1,25
Silika-GA-Peg2000-Dah 0,49 39 10,4 5,1
Silika-GA-Peg5000-Dah 0,37 30 6,5 2,4
Silika-GA 1,10 55 9,1 9,6
Silika-GA-Dah 1,00 50 11,0 10,9

2,00
Silika-GA-Peg2000-Dah 0,67 33 9,9 6,7
Silika-GA-Peg5000-Dah 0,67 33 6,7 4.5
Silika-GA 1,50 58 7,5 11,2
Silika-GA-Dah 1,00 39 13,8 13,8

2,58
Silika-GA-Peg2000-Dah 1,20 46 8,0 9,8
Silika-GA-Peg5000-Dah 1,15 45 3,7 4,2

(Immobilizasyon sirasinda: 500 mg silika, % 1’lik GA, % 0,1’lik Dah ve % 1’lik PEG 2000 ve
5000 kullanildr)
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Protein miktar1 artttkca % immobilizasyon veriminde c¢ok biiyiik bir
degisiklik olmamasinin yaninda aktivitede diisme gozlendi (Cizelge 3.3).
Tagtyicinin birim kiitlesi basina baglanan protein miktar1 arttikca enzimlerin
siklikla baglanmasi nedeni ile enzim molekiilleri birbirlerine sterik engel
olusturmakta, sonu¢ olarakta enzim molekiillerinin gosterdigi aktivite
diismektedir. Bunun yani sira bu calisma sonucunda ara kol kullaniminin

aktiviteyi iyilestirdigi gézlenmistir.

Takip eden immobilizasyon caligmalarinda immobilize edilen optimum
protein miktar1 olarak yaklasik 0,77 mg’a denk gelen 10 mg/ml tripsin preparati
kullanildi.

3.2 immobilize Tripsinin Karakterizasyonu
3.2.1 Sicaklik etkisi

Enzimlerin katalitik aktivitesi sicakliga bagimhidir. Serbest ve immobilize
enzimlerin aktivitelerine sicakligin etkisi genellikle optimum egriler c¢izilerek
izlenmektedir. Bagil aktivitenin sicaklikla degisimini gosteren bu grafikten enzim

icin ‘optimum sicaklik’ degeri belirlenir.

Sicakligin serbest ve immobilize tripsin aktivitesine etkisi boliim 2.5.2°de
aciklandigr gibi serbest ve immobilize enzimin aktivitelerinin farkli sicakliklarda

standart kosullarda ol¢iilmesi ile belirlenmistir (Sekil 3.1).

Genellikle hayvansal kaynakli tripsinlerin optimum sicaklik degerleri 40-
65°C arasinda degismektedir (Guyonnet et al., 1999; Ahsan, 2001; Venkatesh et
al., 1998; Kishimura et al.,2002). Sekil 3.1’de goriildiigii gibi serbest ve
immobilize enzimler i¢in optimum sicaklik degeri 45°C olarak bulundu. Bu sonug
immobilizasyon isleminin tripsinin optimum sicakliginda bir etkisinin olmadigin
gostermektedir. Enzimler protein yapidaki biiyilkk ve olduk¢ca komplike
molekiillerdir. Aktivitesinin korunmasi i¢in {i¢ boyutlu yapist korunmalidir.

Aktiviteye etki eden en Onemli parametrelerden biri sicakliktir. Reaksiyon hizi
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sicaklik arttikca artar, fakat belirli bir sicakliktan sonra enzimde meydana gelen
protein denatiirasyonundan dolay1 aktivitede diisme olur. Enzimin maksimum
aktivite gosterdigi sicaklik olan optimum sicaklik, 6zellikle operasyonel bir
parametre olmasi agisindan Onemlidir. Literatiirlerde ¢esitli tasiyicilarda
immobilize edilmis glukoz izomeraz, 16sin aminopeptidaz, kimotripsin, tripsin ve
asparaginaz gibi bazi enzimlerin optimum sicakliklarinin immobilizasyon

sonrasinda degismedigi ornekler mevcuttur (Onal, 2000).
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Sekil 3.1 Serbest ve immobilize tripsin aktivitelerinin sicakliga bagimli degisimi [(¢): Serbest
Tripsin (m): Silika-GA-Tripsin (A ): Silika-GA-Dah-Tripsin (e): Silika-GA-Peg2000-Dah-Tripsin
]

3.2.2 pH etkisi

Enzim aktivitesini etkileyen en onemli faktorlerden birisi de pH etkisidir.
Bir enzimin pH optimumu; reaksiyon siiresi, sicaklik, substrat yapist ve
konsantrasyonu, ortamin iyonik siddeti, enzimin saflig1 gibi bir seri deneysel
parametreye bagimhi bir degiskendir. Biyokimyasal reaksiyonlar ‘in vivo’
kosullarda sulu ortamda gerceklestiginden pH enzimin yiik durumunu dolayisi ile
aktivitesini ¢ok etkiler. Hayvansal kaynakli tripsinlerin optimum pH degerleri

genellikle 7,0-9,5 arasinda degismektedir (Asgeirsson et al., 1989; Kishimura et
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al., 2002; Fengna et al., 2004). Serbest ve immobilize tripsin aktivitesine pH etkisi
ve optimum pH boliim 2.5.3’te aciklandigr gibi belirlenerek (Sekil 3.2), serbest
enzim i¢in optimum pH 8,0 olarak bulunurken immobilize enzimlerde, Silika-Ga-
Dah-Tripsin yonteminde optimum pH 9,5 digerlerinde ise optimum pH 10,0
olarak bulundu.
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Sekil 3.2 Serbest ve immobilize tripsin aktivitelerinin pH’a bagimli degisimi [(#): Serbest Tripsin
(m): Silika-GA-Tripsin (A): Silika-GA-Dah-Tripsin (e): Silika-GA-Peg2000-Dah-Tripsin
(*): Silika-GA-Peg5000-Dah-Tripsin]

Enzim immobilizasyonundan sonra pH degisimi ii¢ faktor ile aciklanabilir:
(1) destek materyalinin polianyonik veya polikatyonik karakteri, (2) enzim

molekiiliiniin immobilizasyon sirasinda modifikasyonu, (3) enzimatik reaksiyon

sonrasi iirlinlerin asidik ya da bazik olmasi (Zihnioglu, 1992).
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Immobilize enzimlerin optimum pH degerlerinin bazik bolgeye kaymasi,
tastyiclya amino gruplarindan baglanan enzimin sahip oldugu pozitif yiikli grup
sayisinda immobilizasyon sonrasinda meydana gelen azalma nedeniyle, enzimin
daha polianyonik karakter kazanmasindan kaynaklanmaktadir (Vasudevan et al.,

2004).

3.2.3 Aktivite iizerine organik cozgen etkisi

Organik c¢oziiciilerde enzimlerin kullanim1 organik sentezlerdeki potansiyel
uygulamalar biiylik ol¢iide genisletmekte, fakat bircok enzim organik ¢ozeltiler
icerisinde aktivitelerinin biiyiik bir kismin1 kaybetmektedir. Bu ¢alisma sirasinda
immobilize enzim ile gerceklestirilecek olan protein fragmantasyonu, online
HPLC ayirim sistemleri ile kombine edileceginden, enzime organik ¢ozgen
stabilitesi kazandirilmasi gerekmektedir. Bu amac ile farkli immobilizasyon

yontemleri calisilarak organik ¢cdzgen stabilitesi incelendi.

Organik cozgenlerde elde edilen immobilize enzim aktivitesi tamponlu
ortamda elde edilen ile karsilastirildiginda, % 5’lik organik ¢cozgen icerisindeki
aktivite tamponlu ortamdaki aktivite ile hemen hemen aynmi sonucu verirken, %
30’luk organik cozgenin aktiviteyi 2 kattan fazla arttigr goriildi, fakat organik
cozgen miktar1 % 80 gibi yiiksek bir seviyeye cikarildiginda aktivitenin tamponlu
ortamdaki aktiviteye gore diisiis gosterdigi belirlendi (Cizelge 3.4, Cizelge 3.5,
Cizelge 3.6). Literatiire bakildig1 zaman, immobilize tripsin kullanilarak yapilan
protein yikimlarinda, proteinlerin yikim verimliligi yikim sirasinda organik
coziiclilerin kullanimi ile artabildigi goriilmiistiir (Slysz and Schriemer, 2003,
2005). Ciinkii asetonitril gibi organik ¢ozeltilerin varliginda proteinler denatiire
olma egiliminde olduklar1 i¢in aktif bolge ulasilabilirligi artmaktadir (Slysz and

Schriemer, 2003).

Organik c¢Ozgen stabilitesini arttirmak i¢in immobilizasyon sirasinda
kullanilan PEG molekiilleri, immobilize enziminin aktivitesini diger
immobilizasyon yontemlerine gore % 30’luk organik ¢6zgen igerisinde en yliksek

seviyeye tasidigi belirlendi (Cizelge 3.5).
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Serbest enzim ile gerceklestirilen organik cozgen calismalarinda higbir
organik ¢Ozgen yiizdesinde serbest tripsin aktivite gostermemistir. Bu sonug
organik ¢ozgen stabilitesi i¢in enzim immobilizasyonun nekadar onemli oldugunu

vurgulamaktadir.

Cizelge 3. 4 % 5 Asetonitril-% 0.1 Trifloroasetikasit cozeltisinde immobilize tripsinin
gosterdigi spesifik ve total aktiviteler.

Protein : - - ; - Spesifik Total
. Immobilizasyon Baglanan Immobilizasyon .. . .
Miktari Yontemi Protein (mg) Verimi (%) Aktivite Aktivite

(mg) ! ! g Tmitve (nmol/dkmg) | (nmol/dk)
Silika-GA 0,56 72 14,8 8.3
Silika-GA-Dah 0,44 57 20,3 8,9

0,77
Silika-GA-Peg2000-Dah 0,24 31 17,3 4,2
Silika-GA-Peg5000-Dah 0,14 18 13,1 1,8
Silika-GA 0,80 64 13,2 10,6
Silika-GA-Dah 0,63 50 18,3 11,5

1,25
Silika-GA-Peg2000-Dah 0,49 39 11,1 54
Silika-GA-Peg5000-Dah 0,37 30 5.8 2,1
Silika-GA 1,10 55 12,2 13,4
Silika-GA-Dah 1,00 50 13,7 13,7

2,00
Silika-GA-Peg2000-Dah 0,67 33 8,5 5,7
Silika-GA-Peg5000-Dah 0,67 33 4,2 2,8
Silika-GA 1,50 58 9,7 14,6
Silika-GA-Dah 1,00 39 15,1 15,1

2,58
Silika-GA-Peg2000-Dah 1,20 46 7,1 8,5
Silika-GA-Peg5000-Dah 1,15 45 2,8 32

(1mmobilizasyon sirasinda: 500 mg silika, % 1’'lik GA, % 0,1’lik Dah ve % 1’lik PEG 2000 ve
5000 kullanildr)
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Cizelge 3.5 % 30 Asetonitril-% 0.1 Trifloroasetikasit cozeltisinde immobilize tripsinin
gosterdigi spesifik ve total aktiviteler.

Protein : - - : - Spesifik Total
Mikgary | Immobilizasyon | Baglanan | mmobilizasyon | Jiite | Aktivie
(mg) g ¢ (nmol/dkmg) | (nmol/dk)
Silika-GA 0,56 72 26,4 14,8
Silika-GA-Dah 0,44 57 30,0 13,2
0,77
Silika-GA-Peg2000-Dah 0,24 31 33,2 8,0
Silika-GA-Peg5000-Dah 0,14 18 18,0 2.5
Silika-GA 0,80 64 20,8 16,6
Silika-GA-Dah 0,63 50 25,0 15,8
1,25
Silika-GA-Peg2000-Dah 0,49 39 20,4 10,0
Silika-GA-Peg5000-Dah 0,37 30 7,3 2,7
Silika-GA 1,10 55 18,6 20,5
Silika-GA-Dah 1,00 50 19,1 19,1
2,00
Silika-GA-Peg2000-Dah 0,67 33 15,5 10,4
Silika-GA-Peg5000-Dah 0,67 33 6,3 4,2
Silika-GA 1,50 58 13,9 20,9
Silika-GA-Dah 1,00 39 21,9 21,9
2,58
Silika-GA-Peg2000-Dah 1,20 46 12,0 14,4
Silika-GA-Peg5000-Dah 1,15 45 4,0 4,6

(Immobilizasyon sirasinda: 500 mg silika, % 1’lik GA, % 0,1’lik Dah ve % 1’lik PEG 2000 ve
5000 kullanildr)
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Cizelge3.6 % 80 Asetonitril-% 0.1 Trifloroasetikasit cozeltisinde immobilize tripsinin
gosterdigi spesifik ve total aktiviteler.

Protein : - - ; - Spesifik Total
. Immobilizasyon Baglanan Immobilizasyon .. . .
Miktari Yontemi Protein (mg) Verimi (%) Aktivite Aktivite

(mg) ! n (mg i e (nmol/dkmg) | (nmol/dk)
Silika-GA 0,56 72 11,5 6.4
Silika-GA-Dah 0,44 57 8,9 3,9

0,77
Silika-GA-Peg2000-Dah 0,24 31 5.9 1,4
Silika-GA-Peg5000-Dah 0,14 18 9.5 1,3
Silika-GA 0,80 64 5.8 4,6
Silika-GA-Dah 0,63 50 7.9 5,0

1,25
Silika-GA-Peg2000-Dah 0,49 39 6,0 3,0
Silika-GA-Peg5000-Dah 0,37 30 5,2 1.9
Silika-GA 1,10 55 5,0 55
Silika-GA-Dah 1,00 50 59 5,9

2,00
Silika-GA-Peg2000-Dah 0,67 33 5.5 3,7
Silika-GA-Peg5000-Dah 0,67 33 2,7 1,8
Silika-GA 1,50 58 3,8 5,7
Silika-GA-Dah 1,00 39 5,2 5,2

2,58
Silika-GA-Peg2000-Dah 1,20 46 4,0 4.8
Silika-GA-Peg5000-Dah 1,15 45 1,6 1.8

(1mmobilizasyon sirasinda: 500 mg silika, % 1’'lik GA, % 0,1’lik Dah ve % 1’lik PEG 2000 ve
5000 kullanildr)

3.3 Kararhlik Testleri

Enzim preparatlarinin  kararlihidi, belirli c¢alisma kosullarinda enzim
aktivitesinin zamana bagimli olarak korunmasidir. Immobilizasyon sonucunda,
bazen enzimlerin kararliligi artmakta, bu olumlu degisme Ozellikle endiistriyel
proseslerde kullanilacak olan immobilize enzimler i¢in 6nemli bir avantaj

olmaktadir. Enzimlerin kararliligi denince genellikle proteinin konformasyonel
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kararliligindan s6z edilir. Enzimin termal, pH ve depo kararliliklari biiyiik 6l¢iide
konformasyonel kararlilig1 ile belirlenir ve denatiirasyon sonucuda inaktivasyon
gerceklesir. Bir enzimin kararliligi, sicaklik, pH, iyon siddeti, tampon tiiri,
substratin varligt ve yokluguna baglh olarak degisim gosteren Onemli bir
parametredir. Ciinkii enzimler olduk¢a karmagik yapili proteinlerdir. Enzimin ii¢
boyutlu yapisina etki edecek bir faktor, enzimin aktivitesine de etki eder

(Telefoncu, 1997).

3.3.1 Termal kararhhk

Enzimlerin kararliligina etki eden parametrelerden en 6nemlisi sicakliktir.
Genellikle enzimler diisiik sicakliklarda daha kararli olurken yiiksek sicakliklarda

hizli termal denatiirasyona ugrar.

Immobilizasyon sonrasida enzimin termal kararliligi artabilir, azalabilir
yada hi¢ degismez, fakat genellikle kovalent bagl suda ¢6ziinmez enzimlerin 1s1ya
ve denatiire edici ajanlara karsi serbest forma gore daha dayanikli oldugu ve
termal kararliligin daha iyi oldugu bilinmektedir. Immobilize enzimlerin termal
kararliligi endiistriyel uygulamalar agisindan en 6nemli kriterlerden birisidir.
Yiiksek sicakliklarda kararli kalabilen enzimlerin oOzellikle yiiksek sicaklik
gerektiren bir c¢ok endiistriyel proseste kullamm imkam s6z konusudur

(Telefoncu, 1997; Mitsutomi et al., 1985; Hayashi et al., 1993).

Enzimler protein yapilarindan dolay1 1sitmaya dayanikli degillerdir ve pratik
olarak enzim reaksiyonu yiiksek sicakliklarda gerceklestirilemez. Boliim 2.6.1°de
aciklandigl gibi serbest ve immobilize tripsinin 1s1 kararliliklar1 yani zamana
bagiml termal kararliliklar1 35, 45 ve 55°C igin belirlendi. (Sekil 3.3). Bunun icin
ayn1 miktar protein i¢eren serbest ve immobilize enzimler 6nce 35, 45 ve 55°C’de
farkl siireler (30, 60, 90 ve 120 dakika) inkiibe edilip ardindan standart kosullarda
aktiviteleri ol¢iildii.
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Sekil 3.3 Serbest ve immobilize tripsinin 6n inkiibasyon siiresine bagiml termal kararliliklar
[(#): Serbest Tripsin (m): Silika-GA-Tripsin (A): Silika-GA-Dah-Tripsin (e): Silika-GA-
Peg2000-Dah-Tripsin (*): Silika-GA-Peg5000-Dah-Tripsin] [A: 35°C’deki Termal Stabilite
B: 45°C’deki Termal Stabilite C: 55°C’deki Termal Stabilite]
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Sekil 3.3’de goriildiigii gibi serbest ve immobilize tripsin arasindaki termal
kararlilik farklanmasi sicaklik arttikca artmaktadir. Serbest enzimin 120 dakika
boyunca 35, 45 ve 55°C’deki inkiibasyonlarinin ardindan standart kosullarda
aktivite ol¢ctimii yapildiginda, enzimin 35°C’de kararli bir yapiya sahip oldugu (%
87) fakat sicaklik arttik¢a, 45°C sicaklikta 120 dakikanin sonunda aktivitesinin
yarisint (% 45) koruyabildigi, sicaklik 55°C’ye cikarildiginda ise 120 dakikanin
sonunda ancak aktivitesinin % 18’lik kismini koruyabildigi belirlenmistir.
Immobilize tripsin ise serbest enzime gore daha iyi bir kararhiliga sahip olup,
immobilizasyon yontemleri arasinda biiyiik bir fark olmaksizin, ayni siire ve
sicakliklarda sirasiyla aktivitelerinin ortalama, 35°C’de % 89’unu, 45°C’de %
65’ini ve 55°C’de % 40’11 korumaktadirlar. Diisiik sicakliklarda iiriin olusumu
daha sabit bir hizda olurken, reaksiyon zamanina bagl olarak yiiksek sicakliklarda
hiz azalir. Bu da ortamdaki enzim miktarindaki azalmadan kaynaklanir. Ciinkii
enzim, zaman ve sicakliga baglh olarak denatiire olmaya baglar. Diisiik
sicakliklarda enzim daha kararlidir fakat sicaklik arttikca denatiirasyon artar ve
molekiillerin bircogu denatiire hale gecmek igin yeterli enerjiye sahip olurlar
(Chibata, 1978). Sigir pankreatik tripsini i¢in yapilan denemelerde enzimin
50°C’ye kadar aktivitesinin biiytik bir kismini korudugu, bu sicakligin iizerindeki
sicakliklarda aktivitesinin hizla kaybettigi belirtilmistir (Fernandez et al., 2005).
Cesitli immobilize tripsin preparatlarinin da 70-80°C’ye kadar kararli oldugu

belirtilmistir (Montero et al., 2007; Fernandez et al., 2005).

3.3.2 pH kararhhg:

Enzimler protein yapida olduklarindan, kararliliklarina etki eden her faktor
proteinin sekonder, tersiyer ve/veya kuarter yapilarimi da etkiler. Cogu enzim, asiri
asidik yada bazik kosullarda tersinmez denatiirasyona ugrar. Bir enzimin pH
kararlilii: inkiibasyon kosullari, sicaklik, inkiibasyon siiresi, tampon tiirli ve
konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu, iyonik siddet gibi bir¢ok faktor ile
modifiye edilebilir. Serbest ve immobilize tripsinin pH kararlilig1 boliim 2.6.2°de
aciklandigr gibi belirlendi. Bunun ic¢in serbest ve immobilize enzim farkl
pH’lardaki tamponlarda 1 saat boyunca bekletildi ardindan standart kosullarda

altiviteleri olciildii.
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Sekil 3.4 Serbest ve immobilize tripsinin pH kararliliklar1 [(#): Serbest Tripsin (m): Silika-GA-
Tripsin (A): Silika]-GA-Dah—Tripsin (®): Silika-GA-Peg2000-Dah-Tripsin

Sekil 3.4’de goriildiigii gibi, immobilizasyon yontemleri arasinda biiyiik bir
farklanma goriilmeksizin immobilize enzimlerin pH kararhiliklar1 arasinda paralel
sonuglar elde edildi, immobilize enzimler serbest enzim ile karsilastirildiginda
serbest enzim pH 7-9 araliginda stabilitesini korurken immobilize enzimlerin
bazik bolgede (pH 7-11) daha kararli bir yapiya sahip oldugu goriilmektedir.
Hayvansal kaynakl tripsin genelde pH 6-9 araliginda kararlidir (Kishimura et al.,
2002; Fengna et al., 2004). Silika jel ile desteklenmis kitosan boncuklara

immobilize edilen tripsinin serbest enzime kiyasla bazik bolgede daha yiiksek

kararlilik gosterdigi belirtilmistir (Fengna et al., 2004).

3.3.3 Depo kararhihg:

Depo kararhiligi, ozellikle immobilize enzimlerin uygulama alam ile ilgili
onemli bir faktordiir. Depo kararliligl, enzimin saklama kosullarina bagli bir
parametredir. Genellikle, suda ¢oziinmez enzim preparatlari, liyofilize edilerek

yada siispansiyon seklinde 4-5°C’de saklanabilirler.

Serbest ve immobilize tripsinlerin depo kararliliklar1 bolim 2.6.3’de

aciklandigi gibi belirlenmis ve sonuglar Sekil 3.5°de verilmistir.
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Sekil 3.5 Serbest ve immobilize tripsinin depo kararliliklar1 [(#): Serbest Tripsin (m): Silika-GA-
Tripsin (A): Silika]—GA—Dah—Tripsin (e): Silika-GA-Peg2000-Dah-Tripsin

Sekil 3.5’de goriildiigi gibi 160. giiniin sonunda immobilize enzimlerin
depo kararliliklart serbest enzim ile karsilastirildiginda immobilize enzimlerde
aktivitenin ©6nemli oranlarda korundugu belirlendi. Buna gore sirasiyla,
Silika-GA-Tripsin  immobilizasyonunda %  90.3, Silika-GA-Dah-Tripsin
immobilizasyonunda % 85.6, Silika-GA-PEG2000-Dah-Tripsin
immobilizasyonunda % 89.1, Silika-GA-PEGS5000-Dah-Tripsin
immobilizasyonunda % 90.4’liik aktivite korunumu saglanirken serbest enzimin
aktivite korunumu % 59,5’de kalmistir. Enzimleri uzun siire saklama

durumlarinda, enzim immobilizasyonunun enzimdeki aktivite kaybin1 6nemli bir

Olciide azalttig1 goriilmektedir.
3.3.4 Operasyonel kararhhk

Operasyonel kararlilik enzimin is yapma siiresince aktivitesindeki
degismeyi gosteren bir parametredir ve operasyon siiresi ile operasyon sicakligina
bagli olarak degisir. Ayrica bir enzimin Kkatalitik potansiyeli operasyonel
kararlilig1 ile orantilidir. Operasyonel kararliligin olciisii enzimin reaktordeki yari
omriidiir ve ty, ile ifade edilir. Daha dogru bir tanimlama ile enzimin aktivitesinin

yarisinin yitirilmesi i¢in gecen zamandir ve su esitlik ile hesaplanir:
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tip= 0,693 kp kp=2,303/tx lOg(AO/A)

t: operasyon siiresi, kp: bozunma katsayisi, Ao ve A sirasi ile baslangic ve t

anindaki enzimatik aktiviteyi gostermektedir (Telefoncu, 1997).

Immobilize tripsinler icin operasyonel kararlilik boliim 2.6.4’de aciklandig1

gibi belirlendi. Operasyon sicakligi 35°C olarak secildi. Belirli zaman
araliklarinda reaktorden alinan immobilize enzim Orneklerinin aktiviteleri standart
kosullar altinda olciildii. Bozunma katsayilar1 (kp), her bir immobilizasyon
yontemi i¢in yukaridaki formiil kullanilarak hesaplandi. Cizelge 3.7°de her bir

immobilizasyon yontemi icin hesaplanan kp degerleri ve ortalamalar1 verilmistir.

Cizelge 3.7 Immobilize tripsinin farkli zamanlardaki kp degerleri.
Silika-GA- Silika-GA- Silika-GA- Silika-GA-
Operasyon Tripsin Dah-Tripsin PEG2000- PEG5000-
Siiresi Dah-Tripsin | Dah-Tripsin
(dakika) kp kp kp kp
60 0,0013 0,0064 0,007 0,00041
90 0,0023 0,0072 0,0052 0,00092
120 0,0037 0,0088 0,0051 0,0016
150 0,0031 0,0071 0,0055 0,0014
180 0,0033 0,007 0,0053 0,0017
210 0,0061 0,012 0,0061 0,0022
240 0,0054 0,011 0,0053 0,0021
270 0,0053 0,01 0,0056 0,0024
300 0,0048 0,011 0,0055 0,0022
330 0,0055 0,01 0,0061 0,0023
360 0,0051 0,01 0,0058 0,0027
390 0,0074 0,01 0,0047 0,003
420 0,011 0,01 0,0048 0,0029
Ortalama kp 0,0049 0,009 0,0055 0,00198
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Cizelge 3.7°de verilen kp degerlerinin ortalamalann dikkate alinarak,
immobilize enzimlerin yar1 Omiirleri  ‘t;»=0,693kp  formiiliine  gore
hesaplandiginda; Silika-GA-Tripsin immobilizasyonunun yar1 omrii (t;) 141
dakika, Silika-GA-Dah-Tripsin immobilizasyonunun yar1 6mrii (t;) 77 dakika,
Silika-GA-PEG2000-Dah-Tripsin immobilizasyonunun yart omrii (t;2) 126
dakika, Silika-GA-PEG5000-Dah-Tripsin immobilizasyonunun yar1 dmrii (t;,) ise
350 dakika olarak bulundu (Cizelge 3.8).

Cizelge 3. 8 Immobilize tripsinin yari dmiirleri (t,/,).

Silika-GA- Silika-GA-
PEG2000- PEG5000-
Dah-Tripsin | Dah-Tripsin

Silika-GA- Silika-GA-
Tripsin Dah-Tripsin

immobilize
Enzimlerin
Yar1 Omiirleri 141 77 126 350

(t12) (dakika)

Immobilizasyon yontemleri arasinda karsilastirma yapildiginda en iyi
operasyonel kararliliga diger bir deyisle yarilanma Omriine (t;,) Peg 5000 ile
yapilan immobilizasyon yontemi sahiptir. PEG polimerinin bazi enzimlere
baglandiginda enzim iizerinde stabilize edici etki gosterdigi (Manta et al., 2003),
bunun yani sira proteazlarin termodinamik stabilitesini arttirdigi daha ©Once
gosterilmistir (Rodriguez-Martinez et al., 2008). PEG konjugatlar1 proteinlerin
yiizeylerini maskelemekte ve polipeptidlerin molekiiler boyutunu arttirarak
denatiirasyona kars1 korumaktadir, bu 6zellikler gbz 6niine alindiginda elde edilen

operasyonel kararlilik sonucu beklenendir.

Sekil 3.6’da goriildiigi gibi, siirekli bir sistemde immobilize tripsin
kullanildiginda, immobilizasyon yontemlerine gore farkli aktivite degisimleri
bulundu. 420 dakika sonunda PEGS5000 ile gerceklestirilen immobilizasyon
yonteminde enzim aktivitesinin % 29’luk kismi korunurken PEG2000 ile
gerceklestirilen immobilizasyon yonteminde enzim aktivitesinin % 10’luk kismi
korunmustur, PEG kullanilmadan gerceklestirilen immobilizasyon yontemlerinde

ise 420 dakika sonunda tripsin hemen hemen aktivitesini kaybetmistir.
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Immobilize enzimlerin operasyonel kararliliklar1 nadir olarak aragtirilmistir.
Fakat gozlenen en Onemli nokta, enzimlerin operasyonel kararliliginin genel

yapilarina bagl olarak farklilik gosterdigi olmustur.

%Bagil Aktivite

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420
inkiibasyon Siiresi (dakika)

Sekil 3.6 immobilize tripsinin operasyonel kararlih@: [(m): Silika-GA-Tripsin (A): Silika-GA-
Dah-Tripsin (e): Silika-GA-Peg2000-Dah-Tripsin ]

3.4 Immobilize Tripsinin Tekrar Kullamlabilirligi

Immobilize enzimlerin endiistriyel acidan degerini etkileyen bir parametre
de bu preparatlarin bircok kez ve uzun siire kullanilabilmeleridir. Bu amag ile
bolim 2.7°de acgiklandigi gibi, yapilan denemeler sonucunda immobilize
enzimlerin tekrar kullanilabilirligi hem uygun tampon cozeltisinde (0.1 M pH 8
fosfat tamponu) hemde farkli yiizdelerdeki (% 30 ACN+% 0.1 TFA, % 40
ACN+% 0.1 TFA ve % 50 ACN+% 0.1 TFA) organik ¢ozgenler icerisinde tespit
edildi. 35°C de 10 dakikalik inkiibasyonlar sonrasinda, immobilize enzimler
4°C’de santrifiijlenerek st faz alindi ve aktiviteler oOlciildii. Daha sonra
immobilize enzim, immobilizasyon prosesi esnasinda kullanilan uygun ¢ozelti ile
yikanarak tekrar aktivite Ol¢ciimii yapildi. Bu islemler ardarda tekrarlanarak

enzimin kacinci ol¢iimde ne kadar aktivite kaybettigi tespit edildi. Bu denemeler
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sirasinda bir giin boyunca calistirilan enzim, diger giinkii aktivite dl¢limiine kadar
4°C’de saklandi. Bir giinde aynm enzim preparati ile 8 Ol¢ciim alindi ve 3 giin

boyunca aktivite ol¢iimiine devam edildi.

Sekil 3.7°de immobilize enzimlerin, fosfat tamponu ve organik ¢ozgenler
icerisindeki tekrar kullamilabilirlik sonuglar1 verilmistir. Bu sonuglara gore ilk
olarak immobilizasyon yontemleri birbirleri ile karsilastirildiginda; immobilize
enzimlerinin 24 kez tekrar kullanim1 sonucunda hemen hemen birbirleri ile benzer
sonuclar verdikleri belirlenmistir. Ikinci olarak kullamlan tampon ve organik
cozgenler birbirleri ile karsilastirildiginda ise; immobilize enzimler ile tampon
icerisinde gergeklestirilen aktivite dl¢timleri 24 kez tekrarin sonucunda ortalama
olarak enzimlerin aktivitelerinin % 20’sini korudugu belirlenmistir. Fakat farkli
yiizdelerdeki organik cozgenler igerisinde yapilan aktivite olgiimlerinde, % 30
ACN icerisinde 4.tekrardan sonra immobilize enzim aktivitesinin yarisini
kaybederken % 40 ve % 50’lik ACN icerisinde bu kayip 2. veya 3. tekrardan
sonra diismektedir. Bundan sonraki tekrarlarda immobilize enzimin tiim organik

cOzgen yiizdelerinde de aktivitesini hizl1 bir sekilde yitirdigi belirlenmistir.

Elde edilen bu sonuglar degerlendirildiginde, immobilize enzimlerin organik
cozgenler icerisinde kararliliklar1 tamponlu ortama gore c¢ok diisiik seviyede
oldugu goriilmektedir. Bu calisma sirasinda daha 6nce immobilize enzimler ile
yapilan aktivite ol¢iimlerinde, organik ¢ozgenlerde elde edilen immobilize enzim
aktivitesi tamponlu ortamda elde edilen ile karsilastirildiginda, % 5’lik organik
cOzgen icerisindeki aktivite tamponlu ortamdaki aktivite ile hemen hemen ayni
sonucu verirken, % 30’luk organik cozgenin aktiviteyi 2 kattan fazla arttig
goriilmiistii! Bunun yani sira asetonitril gibi organik ¢o6zeltilerin varliginda
proteinlerin denatiire olma egiliminde olduklar1 ve bu siirecte enzim aktif
bolgesine ulagilabilirliginde arttig1 (Slysz and Schriemer, 2003) bilinmektedir. Bu
bilgi 15181inda immobilize enzimin organik ¢dzgen igerisinde denatiirasyon islemi
gerceklestigi sirada oncelikle tamponlu ortama gore daha iyi bir aktivite verdigi
fakat daha sonra organik ¢cozgen icerisinde denatiirasyon hizli gerceklestigi icin

aktivitesini hemen yitirdigi belirlenmistir. Fakat diger acidan bakildiginda calisma
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sirasinda serbest enzim ile gerceklestirilen organik ¢ézgen calismalarinda hicbir

organik ¢6zgen yiizdesinde serbest tripsin aktivite gostermemistir.

Tiim bu degerlendirmeler sonucunda, serbest enzimin organik ¢ozgende
aktivite gostermezken immobilize enzimin aktivite gosterdigi fakat tekrarlanabilir
sonuclar veremedigi belirlenmistir. Organik ¢dzgen stabilitesini artirmak igin
kullanilan farkli immobilizasyon metodlar1 da maalesef tekrarlanabilir sonuclar
vermemistir. Bu sonuglar dikkate alinarak immobilize enzimlerin protein

fragmantasyon potansiyeli arastirilacaktir.
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Sekil 3.7 Immobilize tripsinin tekrar kullanmilabilirligi [(m): Silika-GA-Tripsin (A): Silika-GA-
Dah-Tripsin (e): Silika-GA-Peg2000-Dah-Tripsin (¥): Silika-GA-Peg5000-Dah-Tripsin] [A: 0.1
M pH 8 Fosfat Tamponu, B: % 30 ACN+% 0.1 TFA C: % 40 ACN+% 0.1 TFA D: % 50
ACN+% 0.1 TFA]

3.5 Immobilize Tripsin ile Protein Fragmantasyonu

Farkli yontemler ile immobilize edilen Tripsin’in kararlilik testleri
incelendiginde en kararli yapiya Silika-GA-Tripsin immobilizasyon yonteminde
ulasildi. Bu sonug ile baglantili olarak BSA proteininin fragmantasyonu bu
immobilizasyon sistemi kullanilarak yapildi. Hizli ve etkili protein
fragmantasyonu ve peptid ayirimi saglamak amaci ile Boliim 2.8’de agiklandigi

gibi ilk olarak, BSA proteininin fragmantasyonu oncesi yikim etkinligini arttirmak
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icin bir n muamele islemi yapilarak protein denatiirasyonu ve sistein kopriilerinin
indirgenmesini saglandi. Bu asamada, 1 mg/ml’lik BSA c¢ozeltisine, protein
denatiirasyonu i¢in 6 M guanidin hidrokloriir (Gdn.HCI) ve sistein kopriilerinin
indirgenmesi i¢in de 10 mM 1,4-ditiyoeritrol (DTT) eklenerek 37°C’lik su
banyosunda 1 saat bekletildi.

BSA’nin denatiirasyon islemi sonrasinda ortamdaki tuzlari uzaklastirmak ve
immobilize enzimin Omriinii uzatmak icin desanilizasyon islemi yapilmalidir.
Fakat desalinizasyon i¢in kullanilacak olan PD10 kolon adsorbsiyon nedeniyle
protein verimliligini azaltmaktadir. Aradaki farkin anlasilabilmesi icin
denatiirasyon sonrasi protein fragmantasyonu ve peptidlerin ayirim islemi PD10

kolonlu BSA ve PD10 kolonsuz BSA olmak iizere iki yolla gerceklestirildi.

Protein

& —

NH

M

HN" “NH, +HC

Denatiire Protein

indirgenen Sistein

L Kopriileri
Sistein Kopriileri P
S~ SH SH
s HS™
S
S, -
HO.- HO.,, s
HO"- S OH s
S OH HO
SH
SH

Sekil 3.8 Guanidin hidrokloriir (Gdn.HCI) ve 1,4-ditiyoeritrol (DTT) ile gergeklestirilen
protein denatiirasyonu

BSA proteini 607 amino asit’ten olusmaktadir (Cizelge 3.9), bunlardan 26’s1
arginin (R) 60’1 lizin (K) artigidir. Tripsin, BSA’yr bu lizin ve arginin

artiklarindan sonra pargalayarak fragmanlara ayirir.



Cizelge 3.9

10
MEWVTEFISLL
70
DEHVKLVNEL
130
ERNECFLSHK
190
ANKYNGVFQE
250
RLSQKFPKAE
310
CCDKPLLEKS
370
HPEYAVSVLL
430
LGEYGFONAL
490
NRLCVLHEKT
550
DTEKQIKKQT
STQTALA

20
LLFSSAYSRG
80
TEFAKTCVAD
140
DDSPDLPKLK
200
CCQAEDKGAC
260
FVEVTKLVTD
320
HCIAEVEKDA
380
RLAKEYEATL
440
IVRYTRKVPQ
500
PVSEKVTKCC
560
ALVELLKHKP

30
VFRRDTHKSE
90
ESHAGCEKSL
150
PDPNTLCDEF
210
LLPKIETMRE
270
LTKVHKECCH
330
IPENLPPLTA
390
EECCAKDDPH
450
VSTPTLVEVS
510
TESLVNRRPC
570
KATEEQLKTV
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40
IAHRFKDLGE
100
HTLFGDELCK
160
KADEKKFWGK
220
KVLASSARQOR
280
GDLLECADDR
340
DFAEDKDVCK
400
ACYSTVFDKL
460
RSLGKVGTRC
520
FSALTPDETY
580
MENFVAFVDK

50
EHFKGLVLIA
110
VASLRETYGD
170
YLYEIARRHP
230
LRCASIQKFG
290
ADLAKYICDN
350
NYQEAKDAFL
410
KHLVDEPQNL
470
CTKPESERMP
530
VPKAFDEKLFE
590
CCAADDKEAC

BSA primer yapisi (607 amino asit, 60Lys, 26Arg) (Swiss Prot, 2010)

60
FSQYLQQCPF
120
MADCCEKQEP
180
YFYAPELLYY
240
ERALKAWSVA
300
ODTISSKLKE
360
GSFLYEYSRR
420
IKQNCDQFEK
480
CTEDYLSLIL
540
TFHADICTLP
600
FAVEGPKLVV

Boliim 2.8’de agiklandigi gibi protein fragmantasyonu ve peptid ayirimi

kurulan iki ayr1 sistemde gerceklestirildi.

Kurulan birinci sistemde, serbest ve immobilize enzimler ile protein
fragmantasyonu 0.1 M pH 8 fosfat tamponlu ortamda, farkli zaman araliklari
siiresince (serbest enzim icin gece boyu, immobilize enzim i¢in 15 dakika ve 1
saat) gerceklestirildi. Protein fragmantasyonu sonrasi olusan peptid
fragmanlarinin separasyonu HPLC sisteminde yapildi [Agilent 1100 Series
kromatografi sistemi, 250 mm x 4 mm Merck CH-18/2 (5 pm) kolon, 100 pl
enjeksiyon hacmi, DAD dedektor 220 nm dalgaboyu] (Sekil 3.9; 3.10; 3.11; 3.12;

3.13; 3.14).
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Sekil 3.9  Serbest Tripsin ile BSA Fragmantasyonu (Geceboyu / PD10 Kolonlu BSA / 65 pik)
(Akis Hizi: 0.4 ml/dk, Kolon Sicakligi: 50°C, Mobil Faz A: % 0.1 TFA B: ACN, Eliisyon: % 1-%
50 ACN Gradient, Dalga Boyu: 220 nm)

Sekil 3.10  Serbest Tripsin ile BSA Fragmantasyonu (Geceboyu / PD10 Kolonsuz BSA / 80 pik)
(Akis Hizi: 0.4 ml/dk, Kolon Sicakligi: 50°C, Mobil Faz A :% 0.1 TFA B: ACN, Eliisyon: % 1-%
50 ACN Gradient, Dalga Boyu: 220 nm)
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Sekil 3.11 Silika-GA-Tripsin ile BSA Fragmantasyonu (1 saat / PD10 Kolonlu BSA / 81 pik)
(Akis Hiz1: 0.4 ml/dk, Kolon Sicakligi: 50°C, Mobil Faz A: % 0.1 TFA B: ACN, Elisyon: % 1-%
50 ACN Gradient, Dalga Boyu: 220 nm)

DAD B, Sig=2104 Ref=360.100 (CENKI{2021007 1)
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Sekil 3.12 Silika-GA-Tripsin ile BSA Fragmantasyonu (1 saat / PD10 Kolonsuz BSA / 98 pik)
(Akis Hiz1: 0.4 ml/dk, Kolon Sicakligi: 50°C, Mobil Faz A: % 0.1 TFA B: ACN, Elisyon: % 1-%
50 ACN Gradient, Dalga Boyu: 220 nm)



DAD B, Sig=210,4 Ref=360,100 (CENKM2021004.D)

DADY A, Sig=2204 Re360,100 (CENKZ0Z10040)
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Sekil 3.13  Silika-GA-Tripsin ile BSA Fragmantasyonu (15 dakika / PD10 Kolonlu BSA / 81
pik) (Akis Hizi: 0.4ml/dk, Kolon Sicakligi: 50°C, Mobil Faz A: % 0.1 TFA B: ACN, Eliisyon: %
1-% 50 ACN Gradient, Dalga Boyu: 220 nm)

DAD B, Sig=210,4 Ref=360,100 (CENKM2021008.0)

DADY A, Sige220 4 Ref=350,100 (CENKV2021005.0)
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Sekil 3.14  Silika-GA-Tripsin ile BSA Fragmantasyonu(15 dakika / PD10 Kolonsuz BSA / 96
pik) (Akis Hizi: 0.4ml/dk, Kolon Sicakligi: 50°C, Mobil Faz A: % 0.1 TFA B: ACN, Eliisyon: %
1-% 50 ACN Gradient, Dalga Boyu: 220 nm)
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Kurulan ikinci sitemde ise on-line immobilize enzim sistemi gelistirmek
amactyla, immobilize enzimler kolon dolgu materyali olarak kullanilarak HPLC
kolonu dolduruldu ve protein fragmantasyon kolonu olarak kullanilmak iizere
HPLC sisteminde ayirim kolonunun oniine baglandi (Sekil 3.15). Boylece sisteme
protein enjeksiyonu sonrasi proteinler immobilize enzim kolonundan gecerken
yikima ugramakta, hemen arkasindan olusan peptidler ise ayirim kolonundan

gecerken birbirlerinden ayrilmaktadir (Sekil 3.16 ve 3.17).

Mobil faz
AveB Protein

Enjeksiyon

‘ immobilize Enzim
Gradient Pompa Kolonu

C18
Ayirim Kolonu

v

UV- Diyod Analiz
Dedektorii

Sekil 3.15  HPLC sistemi ile baglantili immobilize enzim sisteminin temsili gosterimi.
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Sekil 3.16 Silika-GA-Tripsin ile on-line BSA Fragmantasyonu (PD10 Kolonlu BSA / 85 pik)
(Akis Hizi: 0.4 ml/dk, Kolon Sicakligi: 40°C, Mobil Faz A: % 0.1 TFA B: ACN, Eliisyon: % 1-%
50 ACN Gradient, Dalga Boyu: 220 nm)
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Sekil 3.17 Silika-GA-Tripsin ile on-line BSA Fragmantasyonu (PD10 Kolonsuz BSA / 115 pik)
(Akis Hiz1: 0.4 ml/dk, Kolon Sicakligi: 40°C, Mobil Faz A: % 0.1 TFA B: ACN, Elisyon: % 1-%
50 ACN Gradient, Dalga Boyu: 220 nm)

Protein fragmantasyonu ve peptid ayirimi sonucu elde edilen
kromotogramlar degerlendirildiginde, serbest enzimle gerceklestirilen protein
fragmantasyonunda immobilize enzimlerle gerceklestirilen fragmantasyona gore
diisiik peptid verimi elde edildi bunun yani sira uzun inkiibasyon siiresi zaman
kaybina neden oldu. Immobilize enzimler ile gerceklestirilen degradasyon
islemine 1 saat ve 15 dakika olmak {iizere iki ayr1 zaman siireci boyunca devam
edildi. Bunun sonucunda ise iki zaman siirecinde de ayn1 degradasyon verimi elde

edildi. Immobilize enzim ile gerceklestirilen degradasyon serbest enzim ile
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karsilastirildiginda zaman ve peptid verimi goz Oniine alindiginda enzimler i¢in

immobilizasyon isleminin ne kadar 6nemli oldugu goriilmektedir.

Protein denatiirasyonu sonrasinda desalinizasyon islemi icin kullanilan
PD10 kolununun adsorbsiyon nedeniyle protein verimini diisiirdiigii, elde edilen
kromotogramlar sonucu goriilmektedir. PD10 kolonundan gecirilen ve
gecirilmeyen protein Orneklerinin degradasyon kromotogramlari incelendiginde,
PD10 kolonu kullanildiktan sonra yapilan degradasyon isleminde yaklasik 15
peptidlik bir kayip s6z konusudur.

Literadiirde immobilize enzimler ile gerceklestirilen on-line protein
fragmantasyonu ve identifikasyonu caligmalarma bakildiginda, kurulan
sistemlerde immobilize enzim kolonlar1 sisteme ayri baglanmakta ve iki ayr
pompalama sistemi icermektedir. Birinci pompa ile sisteme protein enjeksiyonu
uygun tampon c¢ozeltiler ile saglanmakta, bu siirecte degredasyon islemi icin
protein immobilize enzim kolonunda bekletilmektedir. Belirli bir siire sonunda
olusan peptidler ise sisteme organik ¢ozgen esliginde ikinci pompalama sistemi ile
verilerek peptid ayirimi saglanmakta ve sonrasinda MS araciligi ile bu peptidlerin
identifikasyonu gerceklestirilmektedir. Fakat bu calisma sirasinda diger on-line
fragmantasyon sistemlerinden farkli olarak yenilik¢i bir strateji gelistirmeye
calisildi. Bunun i¢in immobilize enzim kolonu sisteme direkt baglanarak protein
degradasyon sonrasi peptid ayirimi organik ¢ézgen igerisinde gergeklestirildi. Bu
siire¢ Oncesinde farkli immobilizasyon yontemleri denenerek immobilize enzimin
organik ¢ozgen stabilitesi arttirllmaya calisildi. Fakat her ne kadar immobilize
enzimlerle aktivite Olclimiinde tamponlu ortamdaki aktiviteye gore yliksek
degerler elde edildiysede maalesef tekrarlanabilir sonuclar elde edilemedi.
Bununla baglantili olarak on-line protein degradasyonu ve peptid ayirimi igin
kurulan sistemde ilk eliisyon sonrasinda (60 dakika sonunda) organik ¢dzgen
enzimde biiyiilk miktarda aktivite kaybina neden oldugu icin tekrarlanabilir

sonuglar elde edilemedi.
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4. GENEL DEGERLENDIiRME

Bu calismada, tripsinin farkli yontemler kullanilarak silika tabanl tasiyiciya
immobilizasyonu basariyla gerceklestirildi. Kovalent baglanma yontemi ile
immobilize edilen enzimlerin karakterizasyonlar1 yapilarak kararliliklar1 incelendi.
Elde edilen sonuglar 1s181nda uygun optimizasyon sartlar1 yaratilarak immobilize

enzim preparatlarinin protein fragmantasyon potansiyeli arastirildi.

Optimum immobilizasyon i¢in gerekli olan, aktivasyon miktari, ara kol
orant ve son olarakta protein miktar calismalar1 sirasinda kimyasal israfindan
kacinmak amaci ile kiiciik ol¢ekte (5 ml toplam hacimde 1 ml tripsin ve 500 mg
silika) enzim immobilizasyonu calisilmistir. Optimum immobilizasyon kosullari
belirlendikten  sonra  karakterizasyon, kararlilik  testleri ~ve  protein
fragmantasyonunda kullanmak amaci ile biiyiik 6lgekte (100 ml toplam hacimde
20 ml tripsin ve 10 g silika) enzim immobilizasyonu gerceklestirildi. Biiyiik
Olcekte yapilan immobilizasyon kiiciik Olcekte yapilan immobilizasyon ile
karsilagtirildiginda immobilizasyon yontemleri ve verimleri paralel sonuglar
gosterirken, enzim aktivitesine bakildiginda biiylik 6l¢ekteki immobilizasyondan
kiiciik olcekte elde edilen immobilizasyon aktivitelerinin ¢ok iistiinde aktiviteler
elde edildi (Cizelge Ek1 ve Ek2). Bunun nedeni olarak, kullanilan 6rnek miktari

azaldik¢a hata pay1 oraninin artmasi olarak goriilmektedir.

Karakterizasyon igslemlerinde, serbest ve immobilize enzim icin optimum pH
sirastyla 8 ve 10 olarak belirlendi. Immobilizasyon sonucunda enzimin kararh
olarak calisabilecegi pH araligi genislemistir. Serbest ve immobilize enzim icin
optimum sicaklik degeri 45°C olarak bulundu. Immobilizasyon isleminin tripsinin

optimum sicakliginda bir etkisinin olmadigim goriildii.

Organik c¢ozgende enzim aktivitesi calismalarinda, tamponlu ortamdaki
aktivite ile karsilastinldiginda % 30’luk organik cozgen igerisindeki enzim
aktivitesinin 2 kattan fazla arttigr goriildii. Bunun yami sira organik c¢ozgen
stabilitesini arttirmak i¢in immobilizasyon sirasinda kullanilan PEG molekiilleri,
kendi immobilize enziminin aktivitesini diger immobilizasyon yontemlerine gore

% 30’luk organik ¢ozgen icerisinde en yiiksek seviyeye tasidig: belirlendi. Fakat
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oragnik ¢ozgen icerisindeki tekrarlanabilir sonuclar elde edilemedi. Serbest enzim
ile gerceklestirilen organik c¢ozgen c¢alismalarinda, hicbir organik ¢6zgen
yiizdesinde serbest tripsin aktivite gostermemistir. Bu sonug¢ organik cozgen
stabilitesi icin enzim immobilizasyonun nedenli Onemli  oldugunu

vurgulamaktadir.

Kararlilik testleri sirasinda, serbest ve immobilize enzimin termal
kararliliklarina 35, 45 ve 55°C’de bakildiginda immobilize tripsinin kararli oldugu
sicaklik araligi serbest enziminkine kiyasla genislemistir. Serbest enzim 120.
dakikanin sonunda, 35, 45 ve 55°C’de, aktivitesinin sirasi ile % 87, % 45 ve %
18’lik  kisminit koruyabilirken, immobilizasyon yontemleri arasinda biiyiik
farklanma olmaksizin immobilize tripsin aktivitesinin ortalama % 89, % 65 ve %
40’1n1 koruyabildigi belirlendi. Serbest ve immobilize enzimin pH kararliliklari
incelendiginde, immobilize enzimlerin pH 7-11 araliginda serbest enzimin ise pH
7-9 arahiginda kararli oldugu goriildii. Immobilizasyon isleminin enzimin pH

kararliligin arttirdig belirlendi.

Serbest ve immobilize enzimlerin depo kararliliklar1 incelendiginde, 160.
giiniin sonunda immobilize enzimlerin depo kararliliklar1 serbest enzim ile
karsilastirlldiginda immobilize enzimlerde Onemli bir aktivite korunumu elde
edildi. immobilizasyon yontemlerinde; Silika-GA-Tripsin immobilizasyonunda %
90.3, Silika-GA-Dah-Tripsin immobilizasyonunda % 85.6, Silika-GA-PEG2000-
Dah-Tripsin immobilizasyonunda % 89.1, Silika-GA-PEG5000-Dah-Tripsin
immobilizasyonunda % 90.4’liikk aktivite korunumu saglanirken serbest enzimin

aktivite korunumu % 59,5 olarak belirlendi.

Immobilize enzimlerin operasyonel kararlihigina bakildiginda Silika-GA-
Tripsin immobilizasyonun yar1 Omrii 141 dakika, Silika-GA-Dah-Tripsin
immobilizasyonunun yar1t Oomrii 77 dakika, Silika-GA-PEG2000-Dah-Tripsin
immobilizasyonunun yar1 omrii 126 dakika, Silika-GA-PEG5000-Dah-Tripsin
immobilizasyonunun yar1 émrii ise 350 dakika olarak bulundu. Immobilizasyon
yontemleri arasinda karsilastirma yapildiginda en iyi operasyonel kararliliga diger

bir deyisle yarilanma 6mriine (t;2) PEG 5000 ile yapilan immobilizasyon yontemi
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ile elde edildi. PEG molekiilerinin immobilize enzimlerin stabilitesini arttirdig:

belirlendi.

Immobilize enzimlerin tampon ve organik ¢ozgenli ortamda tekrar
kullanilabilirliklerine bakildiginda, immobilize enzimler organik ¢6zgen icerisinde
her ne kadar ilk aktivite Olclimiinde tamponlu ortama gore yiiksek aktiviteler
gostermis olsalarda tekrarlanabilir sonuglar elde edilemedi. Tamponlu ortamda
immobilize enzimler 24 kez tekrarin sonucunda ortalama olarak aktivitelerinin %
20’sini korurken % 30 ACN icerisinde 4.tekrardan sonra % 40 ve % 50’lik ACN
icerisinde ise 2. veya 3. tekrardan sonraya aktivitelerinin yarisim1 kaybettigi

belirlendi.

Serbest ve  immobilize  enzimler ile  gerceklestirilen  protein
fragmantasyonlarinda, serbest enzimle gerceklestirilen protein fragmantasyonunda
immobilize enzimlerle gerceklestirilen fragmantasyona gore diisiik peptid verimi
elde edildi. Bunun yam sira serbest enzimin uzun inkiibasyon siireci zaman
kaybina neden oldu. Immobilize enzimler ile gerceklestirilen degradasyon
islemine 1 saat ve 15 dakika olmak {iizere iki ayr1 zaman siireci boyunca devam
edildi. Bunun sonucunda ise iki zaman siirecinde de ayn1 degradasyon verimi elde
edildi. Immobilize enzim ile gerceklestirilen degradasyon serbest enzim ile
karsilastirildiginda zaman ve peptid verimi goz Oniine alindiginda enzimler i¢in

immobilizasyon isleminin ne kadar 6nemli oldugu goriilmektedir.
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Cizelge Ek 1

ve total aktivitesi.
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EKLER

Karakterizasyon, kararlilik testleri ve protein fragmantasyonunda kullanilan
immobilize tripsinin % immobilizasyon verimi, 0.1 M pH 8 Fosfat Tamponu igerisindeki, spesifik

. . . Spesifik Total
. . . . Baglanan Immobilizasyon . ..
Immobilizasyon Yontemi Protein (mg) Verimi (%) Aktivite Aktivite
rotemn (mg ermu (nmol/dkmg) | (nmol/dk)
Silika-GA 11,1 63,1 91,8 1019,0
Silika-GA-Dah 10,6 60,2 102,9 1090,7
Silika-GA-Peg2000-Dah 8.8 50,0 114,3 1005.8
Silika-GA-Peg5000-Dah 11,1 63,1 78,9 875,8

(Immobilizasyon sirasinda: 17,6 mg protein/10 g silika, % 1°lik GA, % 0,1°lik Dah ve % 1’lik PEG
2000 ve 5000 kullanildr)

Cizelge EK2  Karakterizasyon, kararlilik testleri ve protein fragmantasyonunda kullanilan
immobilize tripsinin % immobilizasyon verimi, % 30 ACN +% 0.1 TFA icerisindeki, spesifik ve

total aktivitesi.

Baslanan immobilizasvon Spesifik Total
. aglan: mmobilizas
Immobilizasyon Yontemi p té' (mg) Verimi ((;};O Aktivite Aktivite
rotein (m erimi

£ v (nmol/dkmg) (nmol/dk)
Silika-GA 11,1 63,1 105,7 1173,3
Silika-GA-Dah 10,6 60,2 115,3 12222
Silika-GA-Peg2000-Dah 8.8 50,0 117,7 1035,8
Silika-GA-Peg5000-Dah 11,1 63,1 102,4 1136,6

(1mmobilizasyon sirasinda: 17,6 mg protein/10 g silika, % 1’lik GA, % 0,1’lik Dah ve % 1’lik PEG

2000 ve 5000 kullanildr)
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