LiZiL OKSIDAZ ENZIiMi SAFLASTIRILMASI VE
BIiYOTEKNOLOJIK UYGULAMALARI

Ali RUSTAMBAYOV

Yiiksek Lisans Tezi
fleri Teknolojiler Anabilim Dah
Biyoteknoloji Bilim Dal

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Ozlem UNLUER

Eskisehir
Eskisehir Teknik Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Ocak 2022



OZET
LiZIL OKSIDAZ ENZiMIi SAFLASTIRILMASI VE BIYOTEKNOLOJIK
UYGULAMALARI

Ali RUSTAMBAYOV

Ileri Teknolojiler Anabilim Dali
Biyoteknoloji Bilim Dal1

Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Ocak 2022
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Ozlem UNLUER

Bu ¢alismada, sigir aortundan lizil oksidaz (LOX) enzimi yeni bir kriyojel kolon
gelistirilerek saflagtirilmistir. Bu tez kapsaminda ilk olarak metakriloil benzatriazol (Ma-
Bt) temelli kompleksler sentezlenmistir. Ardindan, sentezlenen kompleksler 2-
hidroksietil metakrilat (HEMA) tabanli kriyojel kolona tutturularak LOX enzimi
saflagtirilmasi ig¢in yeni bir kromatografik ayirim kolonu gelistirimistir. Sentezlenen
komplekslerin karakterizasyonu Fourier Taramali Infrared (FTIR) Spektroskopisi,
Niikleer Manyetik Rezonas (NMR) Spektroskopisi, kriyojel kolonun karakterizasyonu ise
FTIR, Taramal1 Elektron Mikroskop (SEM) analizi ve sigsme testleriyle yapilmistir.

Sigir aortundan elde edilen ham ekstrakttan LOX enzimi, sentezlenen kriyojel
kolonun Hizli Protein Sivi Kromatografisi (FPLC)’nde aymrim kolonu olarak
kullanilmastyla saflagtirilmistir. Saflastirilan enzimin protein igerigi Bradford yontemiyle
tayin edildikten sonra, saflastirilan enzimin aktivitesi ve optimum aktivite kosullar
belirlenmistir. Dairesel dikroizm (CD) spektroskopisiyle, saflastirilan enzimin ikincil ve
tersiyer yapisindaki degisim izlenmis ve enzimin safligt SDS-PAGE analiziyle
belirlenmistir. Yapilan ¢alismada, LOX enziminin kromatografik olarak saflastirilmasi
icin etkili ve kolay uygulanabilir bir kolon dolgu materyali gelistirilmistir. Gelistirilen
yontemle saflagtirilan LOX enziminin, laboratuvar kosullarinda elastinin capraz
baglanmasinda etkili oldugu goriilmiistiir. Bu agidan degerlendirildiginde, LOX

enziminin farkli biyoteknolojik uygulamalarda da kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Lizil Oksidaz enzimi, Kriyojel kolon, FPLC, Enzim saflastiriimasi.
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ABSTRACT

Lysyl oxidase enzyme purification and biotechnological applications

Ali RUSTAMBAYOV

Department of Advanced Technologies
Programme in Biotechnology
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, January 2022.
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ozlem UNLUER

In this study, lysyl oxidase (LOX) enzyme has purified from bovine aorta by developing
a new cryogel column. In the thesis, firstly methacryloyl benzotriazole (Ma-Bt) based
complexes have synthesized. Then, a new chromatographic separation column has
developed for LOX enzyme purification by embedding the synthesized complexes to 2-
hydroxyethyl methacrylate (HEMA) based cryogel column. The synthesized complexes
have characterized by Fourier Scanning Infrared (FTIR) Spectroscopy and Nuclear
Magnetic Resonance (NMR) Spectroscopy. The cryogel column has characterized by
FTIR, Scanning Electron Microscope (SEM) analysis and swelling tests.

LOX enzyme has purified from the crude extract obtained from bovine aorta by using the
synthesized cryogel as the separation column in Fast Protein Liquid Chromatography
(FPLC). Then, determination of the protein content of the purified enzyme by Bradford
method, activity of the purified enzyme and the optimum enzyme activity conditions have
investigated. Change in the secondary and tertiary structure and the purity of the purified
enzyme have investigated by Circular Dichroism (CD) spectroscopy and SDS-PAGE
analysis, respectively. In this study, an effective and easily applied column material has
developed for the chromatographic purification of the LOX enzyme. It has been observed
that the LOX enzyme purified by the developed method is effective in cross-linking of
elastin under laboratory conditions. From this point of view, it is predicted that the LOX

enzyme can be used in different biotechnological applications.

Keywords: Lysyl oxidase enzyme, Cryogel column, FPLC, Enzyme Purification.
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢calisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu ¢aligmanin Eskisehir Teknik
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi™yla tarandigini ve
higbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Ali RUSTAMBAYOV
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GIRIS

Disiplinler aras1 bilim dali olan biyoteknoloji; biyokimya, mikrobiyoloji, molekiiler
biyoloji, hiicre biyolojisi genetik bilimleri yani sira miihendislik dalin1 biinyesinde
toplayan oldukg¢a genis bir aragtirma dalidir. Biyoteknoloji, biyolojik materyallerden
yararlanarak, dogada bulunmayan veya ihtiyacimiz kadar bulunmayan tirtinlerin tiretilme
stireclerini de incelemektedir. Bu konuda oncelikle molekiiler biyolojik tekniklerden
yararlanir. Son yillardaki biyoteknolojik calismalar incelendiginde, insan sagligina
yonelik biyomolekiillerin sentezi, yapay organlarin gelistirilmesi, as1 tiretimi ve insandaki
genetik kusurlarin giderilmesi gibi ¢aligmalarin hiz kazandig1 goriilmektedir. Ayrica,
enzimoloji alaninda, kanser gibi bir¢ok hastaligin erken tanisina yonelik aragtirmalar da

mevcuttur [1. 2].

Enzimler, yagami gelistirmek ve siirdiirmek i¢in gerekli olan neredeyse tiim kimyasal
reaksiyonlarin hiz ve koordinasyonunu saglayan biyokatalizorlerdir ve giiclii katalitik
etkiye sahiptirler. Geleneksel kimyasal katalizorlere gore enzimlerin birgok avantaji
bulunmaktadir. Sahip oldugu avantaja yiiksek {iiretkenlik, katalitik etkinlik, 6zgtlliik ve
molekiillerin benzer kismini ayirt etme yani bolgesel 6zgiilliik 6rnek olarak verilebilir.
Bu nedenle enzimler gida, eczacilik, tekstil, kozmetik gibi bir¢ok arastirma alaninda ilgi

kaynagi olmaktadir [3,4].

Lizil oksidaz (LOX) ve LOX benzeri ailenin {iyeleri, hiicre dis1 matris
proteinlerinde lisin tiirevli capraz baglari katalize eden enzimlerdir. LOXlar bakir ve lisil
tirosil kinon (LTQ) igeren enzimlerdir. LOX enzimlerinin en genel gorevi, elastik fibril
olusturmak ve elastik fibrilerin ekstraseliiler matrikste birikimini saglamak, ayrica elde
edilen elastik fibrillerin hem birbirleri hem de kollajenler ile capraz baglanmalarini
katalizlemektir. Fakat LOX enzimlerinin farkli biyolojik fonksiyonlar1 da vardir. LOX
enziminin son zamanlarda kardiyovaskiiler sistemin gelisiminde ¢ok énemli fonksiyonu
oldugu teyit edilmistir. Ayrica LOX {izerine yapilmis son c¢alismalarda solunum
sisteminin gelisimi ve akcigerlerdeki ve derideki elastin ve kolajen liflerin biitiinliigii i¢in
gerekli bir enzim oldugu ortaya ¢ikmistir. LOX aktivitesinde gerceklesen bir azalmanin
akciger hastaliklari, diyafram hernileri, cilt deformasyonlar1 ve vaskiiler kusurlar gibi
bircok yaygin hastalifin gelisiminde kritik bir etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir [5].
Yani LOX aktivitesi, miyokardiyal fibroz, kronik karaciger hastalig1 ve hepatik fibroz,
metastatik kanser gibi bir¢cok hastalik ile iliski icindedir. LOX, kanser konusunda



karmasik rollere sahiptir. Lisil oksidaz propeptid (LOX-PP) alaninin tiimdr baskilayici
aktiviteye sahip olduguna yonelik caligmalar mevcuttur. Ayni zamanda yapilan
caligmalarda LOX enziminin meme kanserlerinin gelisimi ve metastatik ilerlemesi ile
baglantili olduguna yonelik bulgular vardir. Ote yandan, LOXL2 nin meme kanserinde
biyobelirteg olarak hizmet edebilecegine yonelik caligmalar da bulunmaktadir. Son
calismalar 15181nda, hiicresel yaglanma ve kemotaksis gibi yeni roller de bu amin oksidaz
ailesine atfedilmistir. LOX enzimine artan ilgi basit ve etkili saflagtirma yontemi ve hasas
LOX’a Ozgii aktivite tayinin onemini artirmaktadir [6]. Tez kapsaminda yapilan
calismalar, farkli biyoteknolojik alanlarda LOX enziminin etkilerini kesfetmeye 1s1k
tutacaktir. Buradan hareketle, LOX enziminin daha az maliyetle ve yiliksek verimle

saflagtirilmasi ve katalitik etkinliginin incelenmesi hedeflenmistir.

Yapilan c¢alismada, sigir aortundan izole edilen ekstrakttan LOX enziminin
saflagtirllmasi i¢in metakriloil benzatriazol (MaBt) temelli monomerler sentezlenmis,
MaBt-Cu 6n organizasyon sonrasi kriyojel kolona tutturularak kolon dolgu malzemesi
gelistirilmistir. Kriyojel kolonun Hizli Protein Sivi Kromatografisi (FPLC) cihazinda
ayimmm kolonu olarak kullanilmasiyla tek asamada enzimin saflastiriimasi
gerceklestirilmistir. Enzimin karakterizasyonu yapilarak, optimum aktivite kosullari
belirlenmistir. Laboratuvar ortaminda saflastirilan enzimin elastinin ¢apraz bag

olusumunda etkinligi incelenmistir.



1. TEORIK BIiLGIi

1.1. Enzimler

Organizmada dokularin yenilenmesi, yikima ugramasi, sindirim, hiicre solunumu
ve bunlar gibi bir¢ok 6nemli fizyolojik olaylarin olmasi, devami ve dolayisi ile de hayatin
stirdiiriilebilmesi i¢in bir sira biyokimyasal reaksiyonlarin olusmasi gereklidir. Enzimler,
organizmada biyokimyasal reaksiyonlarin belirli asamalardan gecerek hizli bir sekilde

gerceklesmesini saglayan biyolojik katalizorler olarak tanimlanmaktadir [7,8].

Tarihte uzun siire insanlar enzimler ve enzimlerin katalitik etkilerinin farkinda
olmaksizin bir¢cok besinin iiretiminde bilingsizce enzimlerden faydalanmiglardir [8].
Enzim terimi ilk olarak 1878 yilinda W. Kiihne tarafindan ferment yerine kullanilmistir.
Enzim terimi yunanca “maya” anlamina gelen bir kelimeden tliremistir. Ciinki
mayalanma veya diger adiyla fementasyon islemi bir sira enzimatik reaksiyon sonucunda
gerceklesmektedir. 1897°de Buchner tarafindan ilk kez yasayan bir hiicreden aktif bir
enzimin ayrilmasi igslemi gergeklestirilmistir. Bu islem sonucu elde edilen maya ekstratini
sekerin alkole fermantasyonu i¢in kullanmisti. Ve boylece fermantasyonu gergeklestiren
enzimlerin canli hiicre yapisindan ayrilmasi sonucunda hala islev gorebildigi

ispatlanmistir [9].

19. yiizyilin sonlarinda ve 20. yilizyilin baslarinda, bir¢ok enzimin ekstraksiyonu,
karakterizasyonu ve ticari olarak kullanilmasi baslanmistir. Bu da katalitik aktivitenin
protein molekiilleri ile iligkili oldugunu ortaya koymustur. 60 y1l boyunca tiim enzimlerin
protein oldugu goriisii savunulmaktaydi ancak 1980'lerde ise baz1 riboniikleik asit (RNA)
molekiillerinin de katalitik etkiler gosterebildigi ortaya ¢ikmistir [10].

Aragtirmalar enzimlerin 5000°den fazla tiirde biyokimyasal reaksiyonu
katalizlendigini gostermektedir. Enzimler canli hiicrelerde sentezlenmekte ve aktivite
gostermektedirler. Ote yandan enzimler “in vitro” ¢alisabilmeleri nedeniyle endiistriyel
siireclerde kullanilabilmektedirler. Enzimler de kimyasal katalizorlere benzer sekilde,
aktivasyon enerjisini diisiirerek reaksiyon hizini arttirirlar. Béylece iiriinler daha hizli bir
sekilde olusmus ve reaksiyonlar denge durumuna daha hizli ulagmis olur. Enzimlerin,
kimyasal katalizorlerden pek c¢ok iistiinliikleri vardir. Ornegin, diger katalizorler
reaksiyon hizim1 10? -10* kadar arttirabilirken, biyolojik katalizdrler, reaksiyon hizini
yaklasik 10*”ye kadar arttir. Reaksiyonlarin ilerlemesi agisindan bu 6zellik oldukca

etkilidir. Enzimler spesifikligi olduk¢a yliksek maddelerdir. Enzimler ve reaksiyona
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girdiklerinde etki ettikleri substratla oldukg¢a benzer yapidaki maddeleri ve hatta
substratin stereoizomerlerini bile doniisime ugratmazlar. Enzimlerin spesifikligi
sayesinde basit bir hiicrede dahi ayn1 anda yiizlerce biyokimyasal reaksiyon

gerceklesmektedir [11,12].

1.1.1. Enzimlerin yapisi ve genel ozellikleri

Biyolojik sistemde reaksiyon hizini artirmanin anahtar1 enzimdir. Enzimler, bazi

durumlarda reaksiyonlar1 bir milyon kat kadar daha hizlandirabilmektedir [13].

Biyolojik sistemlerin tepkime katalizorleri olan enzimler, olduk¢a ozellikli
proteinlerdir. Sentetik ve inorganik katalizorlere nazaran enzimlerin olaganiistii bir
katalitik giici bulunmaktadir. Enzimlerin yiiksek 0zgiilliigli vardir. Kimyasal
tepkimelerin hizi enzimlerin optimum pH ve sicaklik kosullarinda katalitik aktivite
gostermesiyle artar. Katalizorler bir tepkimedeki, reaksiyon hizini arttiran ve reaksiyona
girdigi gibi degismeden ¢ikan maddelerdir. Bu o6zelliklerin hepsine ¢ok az biyolojik

olmayan katalizor sahiptir [14].

Viicutta gergeklesen tiim reaksiyonlar, islem tamamlandiktan sonra kendisi
degismeksizin reaksiyonlarin hizinin artmasimi saglayan enzimler vasitasiyla

yiriitiilmektedir [15]. Yani enzimler her biyokimyasal siirecte merkez konumdadir [14].

Enzim reaktanlar1 “substrat” olarak adlandirilir. “Substrat” enzimlerin etki ettikleri
maddelere verilen addir. Enzimlerle reaksiyon veren substratlar enzime 6zguldiir [14].
Enzimler biitiin metabolik olaylari, enerji bakimindan miimkiin olabilen bir¢cok reaksiyon
icinde substratlar1 kullanisli yollara secici olarak kanalize ederek yonlendirirler. Enzimle
katalizlenmeyen reaksiyonlara gore katalizlenen reaksiyonlarm ¢ogu 10 ile 10® kat
hizlidir ve oldukga etkindirler ve saniyede 100 ila 1000 substrat molekiilii iirtine
doniisebilmektedir. Enzimler aktive iiriin olusumunun hizina bagli veya hiicrenin

ithtiyacini karsilayacak bi¢cimde aktive veya inhibe edilebilir [15].

Enzimler genelde belirli maddeler arasindaki reaksiyonlar1 katalize etmektedirler.
Fakat bazen birbirine ¢ok yakin 6zelliklerdeki maddelere de etki edebilirler. Enzimin etki
yapacagl madde veya katalize edece§i reaksiyonun sekli, enzimin protein yapisi

tarafindan belirlenir [16] Sekil 1.1°de enzimin yapist sematik olarak gosterilmektedir.
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Sekil 1.1. Enzimin yapisi [12]

Katalitik RNA molekiillerinin kiigiik bir grubu haricinde biitiin enzimler proteindir.
Enzimler, 12,000’den 1 milyona kadar degisen molekiil agirliklarina sahiptirler.
Enzimlerin bir kism1 amino asit kalintilar1 disinda aktivite edici bir bagka kimyasal gruba
ihtiya¢ duymazlar. Bunlara basit enzim denir. Ancak bilesik enzim denilen diger enzimler
kofaktor veya koenzime ihtiya¢ duyarlar. Enzimin etkinlik gostermesi i¢in gerekli olan
bir veya daha fazla inorganik iyona kofaktér denilmektedir. Enzimi aktivite edici
karmagik organik molekiiller veya metalloorganik molekiillere ise koenzim denilir.
Enzimin kofaktor veye koenzimden ayr1 olan protein kismina apoenzim denir. Enzimlerin
bir kism1 koenzimlerle birlikte bir veya birden fazla metal iyonuna da gereksinim duyar.
Apoenzime kovalent baglarla baglanan koenzim ya da metal iyonlarina prostetik grup adi
verilir. Kofaktdr veya koenzim ile birlikte katalitik olarak tam aktif olan enzime ise

holoenzim denir [14].

1.1.2. Enzimlerin adlandirilmasi ve siiflandirilmasi

Enzimler siniflandirilirken katalize ettikleri tepkimelere gore ayrilirlar. Enzimler
etki ettikleri substratlarin adinin sonuna ‘az’ eki ilave edilerek veya katalizledikleri
tepkimeyi tanimlayan sekilde isimlendirilir. Ancak bazi proteolitik enzimler genellikle
-in son ekine sahiptir (6rn. Tripsin, kimotripsin, papain). Bununla birlikte, baz1 enzim
isimleri (0rnegin, invertaz, diastaz, katalaz), substrat, {iriin veya ilgili reaksiyon hakkinda
bilgi saglar. Enzimlerin adlandirilmasindaki ortaya g¢ikan karmasiklik ve tutarsizlik
nedeniyle, Uluslararas1 Biyokimya Birligi, sorunu ¢6zmek i¢in Enzim Komisyonu'nu
kurmustur. ilk Enzim Komisyonu Raporu 1961'de yaymlanmis ve bu enzimlerin

adlandirilmasina sistematik bir yaklagim getirilmistir. Komisyon Kkatalize ettigi



reaksiyonu bagli olarak enzime bir sistematik isim belirlenmistir. Ayrica, enzimin net

olarak ifadesi icin, etki ettikleri reaksiyonlara gore yer aldiklar1 sinifa gére bir numara

verilmistir. Biitlin enzimlerin E.C. ile baglayan bir sistematik kod numarasi

bulunmaktadir ve bu kodda enzimler 4 rakamla ifade edilmektedir. Birinci rakam sinifi,

ikinci rakam alt sinifi, liglincii rakam: alt alt sinifi ve dordiincii rakam ise adlandirilan asil

enzimin numarasint gosteririr. Ulislararast Biyokimuya ve Molekiiler Biyoloji Birligi

(IUBMB) tarafindan yapilmis bu siiflandirma enzimleri 6 gruba ayirmaktadir [17]. Bu

gruplar asagidaki sekilde aciklanabilir:

II.

I11.

Oksidorediiktazlar: Oksidasyon ve rediiksiyon tepkimelerini katalizleyen
enzimlerdir. Oksidorediiktazlar, substratlar arasinda elektron veya hidrojen
transferini saglayarak katalizleme islemi gerceklestirirler. Oksidorediiktazlara
dehidrogenazlar, rediiktazlar, oksidazlar, transhidrogenazlar, hidroksilazlar 6rnek
verilebilir. Elektron kazandiran tepkimeleri etkileyen enzimler dehidrogenazlar
smifina girer. Eger tepkime sonucu elektron kaybi gerceklesiyorsa bu tepkimeyi
etkileyen enzimler ise oksidazlar sinifina mensuptur. Substrat1 ancak bir rediiktor
vasitasiyla indirgeyen enzimler ise rediiktazlar olarak adlandirilir. Aldiklart EC

kodu EC1 seklinde baslar [18].

Transferazlar: Fonksiyonel baz1 gruplarin transfer tepkimelerini katalizleyen
enzimlerdir. Hidrojen haricinde bir atomun ya da metil, karboksil, glikozil, amino,
fosfat gruplar1 gibi bir atom grubunun bir molekiilden baska molekiile transferini
saglarlar. Aspartat transaminaz, alanin transaminaz, dekarboksilazlar 6rnek olarak
verilebilir. Dekarboksilazlar karboksilik asitlerden CO: ¢ikmasini saglayan
enzimlerdir [19]. En yaygin olan biyokatalizorlerden biri transferazlardir. Verici
cogu durumda transfer edilecek grubu tagiyan kofaktordiir. Aldiklar1 EC kodu EC
2 ile baslar [20].

Hidrolazlar: Hidroliz reaksiyonunu katalize eden enzimlerdir. Hidroliz olay1
substrata su eklenmesi ile olan parcalanmadir. Bu enzimler substratin
parcalanacak olan bagina su ekleyerek substratin par¢alanmasini yani hidrolizini
saglar. Ornegin esterazlar, ester baglarini pargalayan enzimlerdir. Proteazlar ise
peptit baglarini1 yikan enzimlerdir. Hidrolazlar glinlimiiz endiistriyel siireclerinde
en 6nemli enzimlerdendir. Tahmini olarak tiim endiistriyel enzimlerin yaklagik

%80'inin bu enzim sinifindandir. Cogunlukla deterjan formiilasyonlarinda ve gida
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IV.

VI

endiistrisinde proteinleri, karbonhidratlar1 ve lipidleri par¢alamak icin kullanilir.
Hidrolitik enzimler, her hidroliz reaksiyonu, belirli bir kimyasal grubun bir su
molekiiliine transferi olarak degerlendirilebilecegi igin transferazlar olarak da

siniflandirilabilir. Aldiklar1 EC kodu EC3 seklinde baslar [21].

Liyazlar: Cift baglarin olugsmasini katalizlerler. Bu islem, ¢ift baglara gruplarinin
ilavesi yoluyla veya gruplarin yer degistirmesiyle gerceklesir. Liyazlara, piirivat
dekarboksilaz ve sitrat sentetaz Ornek olarak verilebilir. Bu enzimler,
molekiillerdeki C-C, C-O, C-N gibi baglarin eliminasyon yoluyla yikimini
katalizlerler. Bu bag boéliinmesi, hidrolizden farkhidir. Genellikle daha ileri
reaksiyonlara maruz kalabilecek c¢ift baglara sahip doymamas {iriinler birakirlar.
Endiistriyel {iretimde bu enzimler en yaygmm olarak sentetik olarak

kullanilmaktadir. EC kodu EC 4 ile baslamaktadir[22].

Izomerazlar: Molekiiller arasindaki grup transferazi izomerik formlar
olusturmak i¢in katalizleyen enzimlerdir. Yani izomerazlar geometrik, optik veya
yapisal izomerlerin birbirlerine doniistiiriilmesini katalizler. Cok az sayida enzimi
temsil etse de bu enzimlerden biri gliniimiiz endiistrisinde énemli bir rol oynar.
Bu enzim, D-glukozun D-fruktoza doniisiimiinii katalize eden glikoz izomeraz
(EC 5.3.1.5) dir. Yiiksek fruktozlu misir surubu iiretiminde kullanilmaktadir.
Genel olarak izomerazlar, tek bir molekiil i¢indeki degisiklikleri katalize ederler.
[zomerlerin tiiriine gore adlandirilirlar. Ornegin epimerazlar, rasemazlar, cis-
trans-izomerazlar, tautomerler gibi. izomeraz enzimlerinin EC kodu EC5 ile

baslamaktadirlar [23]

Ligazlar: Adenozintrifosfat (ATP)’nin uzaklagsmasiyla eslesmis kondensasyon
tepkimeleriyle C-C, C-O, C-N baglarmin olusmasini katalizleyen enzimlerdir.
Yani ligazlar ATP veya diger fosfatlardan faydanalanarak, bunlarda bulunan
difosfat bagmin hidrolizini katalizleyerek iki molekiiliin arasinda yeni baglar
olusmasini saglarlar. Olusan baglar genellikle yiiksek enerjilidir. Orn: DNA ligaz.
DNA ligazlar olarak adlandirilan bu siniftaki spesifik enzimler, DNA sentezinde
C-O baglarinin olusumunu katalize etmektedir. Bu reaksiyon iki DNA dizisinin
tek bir diziye baglanmasma izin verir. Bu nedenle, DNA ligazlar genetik
miithendisligi ve genetik teshiste 6nemli bir rol oynamaktadir. Ligazlarin EC kodu

EC 6 seklinde baslamaktadir [24,25].



1.1.3. Enzimlerin spesifikligi ve etki mekanizmasi

Enzimler, katalizledikleri reaksiyonlara ve {iriine doniistiirdiikleri substratlara karsi
son derece spesifiktirler. Spesifiklik yani 6zgiilliik, enzimlerin ¢ogunlukla sadece bir
kimyasal reaksiyonu veya benzer olan reaksiyonlar1 katalizlemesidir. Enzimlerin
spesifikligi farkliliklar gosterebilmektedir. Bu nedenle enzimlere ¢esitli spesifiklikler

tanimlanmigtir

I. Mutlak spesifiklik: Bir enzimin, sadece bir substratin yalniz tek bir
reaksiyonunu katalize etmesi 6zelligidir.

I1. Grup spesifikligi: Bir enzimin, benzer islevsel gruplarda simirli sayidaki
substratin her birine etki etmesi 6zelligidir.

III.  Bag spesifikligi: Bir enzimin, yalnizca bazi bag tiplerindeki substratlara etki
etmesi 6zelligidir. Ornegin proteinlerin peptid bag1, karbonhidratlarm glukozidik
bagi gibi.

IV.  Stereospesifiklik: Bir enzimin sadece bir molekiiliin optik izomerlerine etki
edebilmesidir. Ornegin, glukozun D- veya L- izomerleri gibi. Birgok enzim

stereospesifik 6zellik tasimaktadir [26].

Enzim-substrat kompleksi gibi bir ara bilesigin olusmasi enzimleri diger
katalizorlerden ayiran en 6nemli 6zelligidir. Enzimler 6nce substrat ile birleserek bir ara
enzim-substrat (ES) kompleksi meydana getirmektedir (Sekil 1.2). Enzimin substrat ile
birlesmesi sirasinda substrat konformasyonal degisime ugrayarak yapisini bozar. Boylece
reaktantlarin {irlinlere doniismesi i¢in agmalar1 gereken enerji esigi diiserken, reaksiyon
da hizlanmis olur. Enzim katalizi sayesinde hizli bir sekilde iiriine doniisen substratdan
sonra enzim-substrat kompleksi de enzim-iiriin kompleksine doniisiir ve enzimin
kompleksten ayrilmasiyla iiriin serbestlesir. Serbest hale gecen enzim tekrar substrat ile
aynm sekilde reaksiyona girerek devam eder. Enzimler, substratlari ile cep bi¢cimindeki

bolgelerinde reaksiyona girerler. Bu bolgelere aktif bolge denilmektedir [27].



E |+ BE ES M+ N +| E

Enzim Substrat Enzim-substrat Urtin Enzim
kompleksi
4
Akfif
bdige .
Subsrra:\ i / Ordn
D a F] ) o B o
B Foo E i o) [ Fe
| | | F -
=g | |
——p —p | ——
| | | | | |
Enzim Enzim-substrat . '
f komplaksi |

Sekil 1.2. Enzim substrat baglanmast ve iiriin olusumu [28]

Substratlar enzimlere gore oldukea kiiciik molekiillerdir. Bu nedenle ES enziminin
olusumunu saglayan katalitik aktif bolge, enzimin olduk¢a dar bir bdlgesini
olusturmaktadir. Aktif bolge veya aktif merkez olarak adlandirilan bu bdlgede en az bir
aminoasidin 0zel bir gorevi vardir. Aktif bolgede aminoasitler disinda kofaktoér ve
koenzimler de yer alabilmektedir. Bu bolgede bulunan amino asitlerin bir kismi substratin
bu bolgeye baglanmasini saglarken bir kismi da katalizi gercelestirir. Bazi enzimlerde ise
alleosterik bolge denen bir boliim vardir. Bu bdlgede bulunan amino asitler

konformasyonel degisime yol acip enzim aktivitesini degistirebilir [29].

Enzim ile substratin baglanmasini inceleyen iki model vardir. Fisher modeli denilen
anahtar kilit modelinde Sekil 1.3’te goriildiigii gibi enzim ile substrat arasinda anahtar
kilit uyumu s6z konusudr. Aktif bolge ile substrat yapisinin birbirini tamamlayici nitelikte
olmas1 gerekir. Diger bir enzim-substrat baglanma moldeli olan Koshland modeli de
denen indiiklenmis uyum modeli Sekil 1.4’te gosterilmistir. Substrat molekiillerinin
baglanmasi ile enzimde uyarilan konformasyonal degisiklik sonucu aktif bolge katalize

edilebilir hale gelmis olur[30] .
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Sekil 1.4. Indiiklenmis uyum modeli [12].

1.1.4. Enzim aktivitesi

Bir enzimin aktivitesi, o enzim tarafindan katalizlenen reaksiyonun hizinin,
optimum kosullarda ve belirli siirede enzimatik reaksiyon sonucu iirline doniistliriilmiis
olan substratin miktarina gore ya da olusan iirline gore ifadesidir. Enzim aktivitesi,
enzimatik tepkimenin hiziyla iligkilidir. Aktivitesi fazla olan enzimler, belirli bir siirede
daha fazla oranda substrat molekiiliinii doniistiirme kabiliyetine sahiptirler. Enzimler,
katalizledikleri reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini diisiirlirler. Ve boylece tepkime hizini
artirirlar. Aktivasyon enerjisi ya da esik enerjisi kisaca kimyasal bir tepkimenin baslamasi

icin zorunlu en diisiik enerji miktar1 olarak tanimlanmaktadir [31].

1.1.4.1. Enzim aktivite birimleri
Enzim birimleri, enzim aktivitesini ifade etmeye yarar. Enzim aktivitesi genellikle
birim zaman bagina doniistiiriilen substrat mol sayis1 olarak ifade edilir. Mevcut gegerli
Uluslararasi1 Birimler Sistemi (SI) sistemine gore, derisim mol cinsinden ifade edilir ve
zaman birimi s'dir. Buna uygun olarak enzim birimi 1 katal (1 kat), 1 mol iiriin/s olusturan
1 mol substrati doniistiiren enzim miktar1 olarak tanimlanir. Fakat, International Unit

(IU), katal'den daha yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Enzim Unitesi: Belirli sartlar (25° C’da) altinda 1 dakikada 1 mikromol substratin

doniistimiinii katalizleyen enzim miktaridir.

Katal: Optimum sartlar altinda 1 saniyede 1 mol substrati {irline ¢eviren enzim

miktaridir.

Katalitik Merkez Aktivitesi (Turnover Sayis1): (Molar Aktivite = Turnover
Number) Yalnizca bir enzim molekiiliiniin katalitik merkezinin 1 dakika icerisinde
doniistiirmiis oldugu substrat molekiilii sayisidir. Yani turnover sayisi, enzim basina

diisen, {iriine ¢evrilmis substrat molekiilii sayisidir [32].

1.1.5. Enzim aktivitesini etkileyen faktorler

Enzim derisimi

Bir enzimin reaksiyon hiz1 ile enzimin derigimi arasinda dogru orant1 vardir. Enzim
miktarina bagl olarak reaksiyon hizi da artmaktadir. Enzim miktar1 iki katina
cikarildiginda reaksiyon hizi da iki kata c¢ikmaktadir. Ancak ortamdaki substrat
tilkkendiginde iirline doniistiiriilecek herhangi bir madde olmadigindan enzim derisimi ne

kadar artarsa artsin reaksiyon sabit bir hizla devam eder. [32].

Sekil 1.5’te enzim miktarinin (E) reaksiyon hizina (v) gore degisimini gosteren
grafik verilmektedir. Bu grafikte dogrusal hareket gozlemlenmektedir. Grafiktede
goriildiigii gibi enzim miktarinin artist ile dogru oranda reaksiyon hizinda da bir artis

goriilmektedir.

|E]

Sekil 1.5. Enzim derigiminin reaksiyon hizina etkisi [16].
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Substrat derisimi

Enzim miktar1 sabit oldugu zaman, enzimatik reaksiyon hizi ile substrat derigimi
arasinda orantilt bir iliski vardir. Substrat miktarmin artis1 ile dogu orantili olarak
reaksiyon hizi da belli bir siire artis gosterir. Fakat reaksiyon devam ettikge belli bir siire
sonra substrat miktarindaki artis reaksiyon hizini etkileyemeyecektir. Ciinkii enzimin
substrat1 aldig1 aktif bolgesi substrat ile doymus olacagindan daha fazla substrata
baglanamayacaktir. Aktif bolge doyana kadar ulasilmis son hiz {izerinden aktivasyon
gerceklesmeye devam edecektir. Sekil 1.6.’da goriildiigli gibi belli bir noktaya kadar
substart derisimi arttik¢a reaksiyon hizi da dogru orantida artmaktadir. Fakat belli bir

noktadan sonra substrat miktarindaki degisime ragmen reaksiyon hizi sabit kalmaktadir.

a9
B
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;ﬁ 6
ﬁ' 5
. 4
4 3
&2
1
1}
] 2 4 & B
Subetrat Derigimi

Sekil 1.6. Substrat derigiminin reaksiyon hizina etkisi [21]

Enzim ile susbstrat derisimi arasindaki iligki Sekil 1.7°te goOsterilmistir. Enzim
molekiilleri, diisiik substrat derisiminde substratla tam olarak birlesemedigi igin
yiizeylerindeki aktif bolgelerinde bosluk kalir. Bu ise reaksiyon hizimi diisiiriir. Ikinci
sirada enzim daha fazla substratla reaksiyona girdigi i¢in reaksiyon hizinda artis goriiliir.
Sonuncuda ise artik aktif bolgesi doymus bir enzim vardir. Bu doymus durumda substrat
miktarinda gozlenecek artis ise reaksiyon hizindaki artisa yol agmaz. Reaksiyon hizi son
durumda gittikce yavaslayip belirli bir diizeyde sabit olarak kalir. Ciinkii enzimin tam

kapasitesine yani, katalitik gérev sinirinin en iist diizeyine ulagilmigtir [33].
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4 aktif gruplu Aktif

Substrat enzim kompleks

Sekil 1.7. Substrat-enzim iliskisi [33].

pH

Genellikle enzimlerin en yliksek aktivite gosterdikleri belirli bir pH seviyesi vardir.
Enzimler, protein yapisinda olmalarindan dolay1 pH degisimlerine kars1 olduk¢a hassas
tepki vermektedirler. Cilinkii enzimlerdeki amin ve karboksil gruplart ortamdaki pH’in
derecesine bagli olarak iyonlasirlar. Bu durumda iyonik baglar kirilmis olur. Yani yiiksek
ve diisiik pH degerleri enzimde denatiirasyona sebep olabilir. Boyle bir durumda enzim
aktivitesi durur. Asit ve alkali ortam enzimin reaksiyon hizini etkiledigi i¢in enzim

analizlerinde ortam pH’nin sabit kalmasin1 saglayan tampon ¢ozeltiler kullanilir [34].

Sekil 1.8. de goriildiigii gibi enzim aktivitesi belirli pH derecelerinde saptanarak
grafige islendiginde bir egri olusur. Grafikte olusan egrinin en tepe noktast enzimin en
yiiksek oranda aktivite gostermis oldugu optimum pH degerini verir. Optimum pH
degerine kadar reaksiyon hizinda gézlenen ytiikselis optimum pH degerine ulasdiginda

diisiise geger [34].
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Reaksiyon hizi

pH

Sekil 1.8. pH 'in reaksiyon hizina etkisi [33]

Sicaklik

Enzimatik reaksiyonlarda sicaklik arttirildiginda reaksiyon hizi da artar. Fakat
yiiksek sicaklik enzimi denatiire edebilir. Bu durumda da enzim aktivitesi bir siire sonra
duracaktir. Enzimlerin maksimum aktivite gosterdikleri belirli bir sicaklik seviyesi vardir.
Bu sicakliga optimum sicaklik denir. Enzim aktivitesi optimum sicaklikta olmalidir. Sekil
1.9°da goriildigii gibi sicakhigin artis1 ile birlikte reaksiyon hizinda bir artis
gozlemlenmektedir. Fakat optimum sicaklik noktasindan sonda reaksiyon hizinda diisiis

yasanmaktadir.

o -

Reaksiyon Hizi
(W8]
|

O T T T 1
0] 20 40 60 80

Sicak ik

Sekil 1.9. Sicakligin reaksiyon hizina etkisi [33]
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Genellikle enzimler baglangicta 1sinin her 10 °C artisinda reaksiyon hizini iki katina
¢ikarir. Bu duruma sicaklik koefisiani denir. Bazi enzimler ise 10 °C ‘lik sicaklik artisinda
iki katindan daha az bir reaksiyon hizi gosterirken bazilar1 ise 10 °C ‘lik sicaklik artisinda
bes katim1 asan reaksiyon hizina ulasabilmektedir. Bitkisel enzimler, hayvansal
enzimlerden daha yiiksek bir optimum sicaklikta aktivite gostermektedirler. Yani

ulagilacak sonug her enzimin optimal sicaklik seviyesinin farkli oldugudur [35].

Zaman

Bir enzimin baslangigta zamanla reaksiyon hizi artis gostermektedir. Fakat
substratin tiikenmesi, reaksiyonu onleyen maddelerin meydana gelmesi, olusan iiriinlerin
kendi aralarinda birlesip aksi yonde bir reaksiyona neden olmalar1 ve enzim aktivitesinin

zamanla durmasi gibi faktorler sonucu reaksiyon hizinda zamanla azalma goriliir [35].

Allosterik etki

Multienzim sistemlerinde bazen gerektiginden oldukca fazla miktarda son iiriin
olustugunda son {irlin tarafindan diizenleyici enzimler spesifik olarak inhibe edilir.
Boylece diizenleyici enzim reaksiyonu yavaslar ve sirali enzimlerin hepside diisiik hizda
caligirlar. Bu suretle hiicrenin ihtiyaglart dengeye yolun son iirliniiniin iiretim hizi ile
getirilmis olur. Enzimin bu sekilde inhibe edilmesine allosterik feedback inhibisyonu
denir. Allosterik feedback inhibisyonda, inhibisyonu gerceklestirecek son f{iriin,
genellikle reaksiyonun geri dondiiriilemez olan ilk agamasinda gorevli allosterik enzime

baglanmak suretiyle inhibisyonu gergeklestirir [35].

Hormonlar ve diger biyokimyasal faktorlerin etkisi

Enzim aktivitesi hormonlar, amino asitler veya diger maddeler tarafindan da
etkilenebilmektedirler. Ornegin glutamat dehidrojenaz (GDH) enzimine gevsek bagh 4
alt ilinite dissosiye olarak enzimin aktivitesini kaybetmesine neden olurlar. Enzimin
yapisinda gerc¢eklesen bu degismenin nedeni ¢esitli dstrojenik, androjenik ve bazi steroid
gebelik hormonlaridir. Ayn1 zamanda steroid hormonlari, hiicrelerin enzim sentez

etmesini bile ayarlama kabiliyetine sahiptir [36,37].

1.1.6. Inhibitorler
Enzim substrat iligkisini bozarak reaksiyonlarin hizini1 azaltan ya da durduran
maddelere inhibitér denir. Enzim inhibisyonu, reversible(tersinir) ve irreversible

(tersinmez) olarak iki ¢esite ayrilir. Kovalent baglarla enzim inhibitére baglandigi zaman
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geri kazanilamaz. Yani geri donilisiimsiiz (tersinmez) inhibisyon gergeklesmis olur.
Enzime kovalent baglar1 ile baglanan inhibitorlere tersinmez inhibitdr denir. Tersinir
inhibitdr 1ise enzimin tekrar serbest kalmasini saglayan tersinir baglarla bagl
inhibitorlerdir. Bu inhibitorler enzimlerde geri doniisiimlii inhibisyon meydana getirir.
Tersinir inhibisyon ii¢ alt bashiga sahiptir. Bunlar competitive (yarigmali) inhibisyon,
yarigmasiz inhibisyon ve uncompetitive (yariyarigmali) inhibasyondur. Yarigmali
inhibatdrler tiirleri yapisal olarak substrata benzedigi i¢in substratla yarisarak enzimin
aktif bolgesinde baglanmaya calisirlar. Eger inhibitdr enzimin aktif bolge disinda bir
yerine baglanarak substrat ile reaksiyona girmesini engelliyorsa yartyarigmali inhibisyon
gerceklesir. Inhibitdriin enzim substrat kompleksine baglanarak enzimin hizim azalttigi

reaksiyonlara ise yarigsmasiz inhibisyon denir [38].

1.1.7. Enzim kinetigi

Enzim kinetigi, enzim tarafindan katalizlenen tepkimenin hizin1 belirleyen
faktorlerin incelenmesidir. Bir enzimin katalizledigi tepkimenin hizini substratin derisimi
etkiler. Vo baslangi¢ hizini, ilk hizi, ifade eder. Enzim derisimi, sabit tutulur ve substrat
derisimine bagli sekilde maksimum hiza ulagilir. Bu maksimim hiz noktasina Vmax adi
verilir. Maksimum hiza ulasildiginda substrat derisimi artsa bile hizda bir degisim
goriilmeyecektir. Hiz sabitlestigi zaman enzim aktivite tayini i¢in ideal durum olusmus

olur. Vo, Vmax degerine yaklagsa bile asla tam olarak bu degere ulagamayacaktir [39].

Sekil 1.10°da Michaelis-Menten grafiginden goriildiigli gibi Vo noktasindan Vmax
degerine kadar substrat derisiminin artis1 ile reaksiyon hizi da arttirmaktadir. Vmax
degerine ulasildiktan sonra ise substrat derisiminde artis olsa bile enzimin reaksiyon
hizinin sabit kaldig1 goriilmektedir. Michaelis-Menten sabiti, maksimum hizin yarisina

ulasildigindaki substrat derisimidir. Michaelis-Menten sabiti Km ile ifade edilir [40].
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Substrat konsankrasyonn

Sekil 1.10. Michaelis-Menten grafigi.

Michaelis-Menten esitligi:

_ Vmax [S]
" T Km+ [S]

Esitlik (1.1)

Km degeri enzimlerin kinetik ifadelerinde c¢ok oOnemlidir. Km enzimler igin
karakteristiktir. Tek substratli enzimatik reaksiyonlarda bir Km degeri bulunmaktadir.
Fakat birden fazla substrath enzimlerin birden fazla Km degeri vardir. Km substrat i¢in
enzim afinitesi ile ilgili fikir vermektedir. Enzim-substart kompleksinde zayif baglanma
yiiksek Km degerini verirken, enzim-substart kompleksindeki kuvvetli baglanma diisiik
Km degeri ile ifade edilir. Enzim iizerine etki eden bir inhibitér varsa Km etki tarzi

hakkinda bilgi vermektedir [41,42].

1.1.8. Enzimlerin aktivite tayin yontemleri

Enzimler dokularda ¢ok az miktarlarda bulunur. Bu nedenle enzim miktarinin tayini
bircok enzim i¢in oldukga giictiir. Fakat enzimler kimyasal reaksiyona girdiklerinde
ortaya cikan {riiniin miktar tayinini yapmak miimkiindiir. Elde edilmis olan {iriiniin
miktari, enzimin derisimi ile dogru orantili olacagi i¢in enzim miktar1 konusunda bilgi
edinmeyi miimkiin kilmaktadir. Ancak yeterli substrat, 1s1 ve pH gibi sartlarin hepsi
yapilan deneylerde standart halde olmalidir. Genellikle enzimlerin ¢ogunlugu heniiz

saflastirilmis halde bulunmamaktadir. Bu nedenle enzim aktivite tayini miktar tayini i¢in

de 6nemlidir [43,44].
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Enzim aktivite tayininde kullanilan yontemler yedi baslik altinda toplanir. Bunlar,
Spektrofotometrik yontem, Monometrik yontem, Thunberg yontemi, Elektrot yontemi,

Polimerik yontem, Kromatografik yontem, Kimyasal tayin yontemidir.

I. Spektrofotometrik Yontem: Spektrofotometrik yontem oldukega kolay, basit ve
hassas bir yontemdir. Bu nedenle diger yontemlerden daha ¢ok tercih edilmektedir.
Enzim substrati, koenzim ya da {iriin goriinen 151k veya ultraviyole 151k altinda ¢ogunlukla
absorbans vermektedir. Bu yontemle substratin kaybolmasi veya iirliniin meydana gelisi

gibi degisiklikler spektrofotometreden tayin edilir [44].

I1. Monometrik Yontem: Bu yontem komponenti gaz olan enzimlerin aktivitesini
dlgmekte kullanilmaktadir. Ornegin; oksidazlarda oksijen alinimi miktarina bakilarak

Ol¢tim yapilirken, dekarboksilazlar i¢in karbon dioksit salinimi 6l¢iiliir [44].

III. Thunberg Yoéntemi: Dehidrogenaz enzimlerinin ¢ogunlugunda bu yontem
kullanilarak enzim aktivitesi tayini gerceklestirilir. Bu yontemde bir elektron alicis1 olan
metilen mavisi kullanilir. Enzim aktivite tayini i¢in reaksiyon ortamina belirli ol¢iide
metilen mavisi ilave edilir. Bu bilesik okside durumunda renkli iken rediikte durumunda
ise renksizdir. Metilen mavisi eklenmis bilesikteki renk kaybuluncaya kadar ki zaman
hesaplanir. Havanin oksijeninden korunabilmek i¢in deney "Thunberg tiipii" denilen 6zel

bir tiipte yapilir. Deneyin gergeklestigi bu 6zel tiip yonteme adin1 vermistir [44].

IV.Elektrot Yontemi: Olusan {iriinlerin, cam elektrotlar vasitasiyla 6l¢iilmesine

dayanan bir yontemdir [44].

V. Polimerik Yontem: Enzimin substratlarinin pek cogu optikge aktiftir. Bu
yontem bir iiriinde optik aktivite degismesi goriildiigiinde kullanilmaktadir. Substrat
optikce aktif ve iiriin de optik¢e aktif oldugu durumlarda bu yontem kullanilir. Yine
substrat aktif {irlin inaktif oluncada bu yontem tercih edilir. Fakat hem {iriin hem de

substratin optik¢e inaktif oldugu durumlarda bu yontem kullanilamaz [44].

VI. Kromatografik Yontem: Diger yontemlerle 6lgmek miimkiin olmadigi zaman
bu yonteme bagvurulur. Bu yontemde belirli zaman araliklariyla enzim subtrat
karisimlarindan o6rnekler alinmaktadir. Kromatografi kigidi ya da ince tabaka
kromatografisiyle substrat ile iiriin birbirinden ayirt edilir. Radyoaktif substratlarin
kullanildig1 durumlarda ayirimdan sonra leke ya kagit kromatografisindeki gibi kesilerek

ya da ince tabaka kromatografisindeki gibi kazinarak sayim siselerine koyulur. Sayacta
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radyoaktivite miktar1 sayilarak tayini yapilir. Baz1 enzim aktivitelerinde meydana gelen

lekenin biiytikliigiinden yola ¢ikilarak da enzim faaliyeti hakkinda bilgi elde edilir [44].

VII. Kimyasal Tayin Yontemi: Reaksiyon basladiktan sonra enzim karigimdan
belirli araliklarla 6rnekler alinir. Daha sonra ise substrat ve iirliniin kimyasal yontemler
kullanilarak miktar1 tayin edilir. ATP ve ADP'nin varliginda bazi kinaz ve sentetaz

reaksiyonlarinda bu yontem ile enzim aktivitesi tayin edilir [44].

1.2. Lizil Oksidaz (LOX) Enzimi

LOX enziminin diger ad1 protein-lizin-6-oksidazdir. LOX enzimi, insanlarda LOX
geni tarafindan kodlanan bir enzimdir. Oksidorediiktazlar enzim sinifina girmektedir.
Lizil oksidaz, amin oksidazlar olarak bilinen bir enzim ailesine aittir. Bu enzim ailesi,
aminlerin aldehitlere oksidasyonunu katalize eder. Bakir bagimli bir amin oksidaz olan
LOX enzimi, ekstraseliiler matriks proteinlerinin, kollajenin ve elastinin carpraz
baglanmasin1 saglamaktadir. Polimerik elastin ve kollajen liflerinin temel mekanik
islevleri elastikiyet veya uzayabilirlik vermek, dokuyu desteklemek ve hiicreyi hiicre dist
matrise sabitlemektir. LOX enziminin bag dokusunun gelisimi ve onarimi i¢in énemli bir

rol oynadigi sdylenebilir. LOX enzimi, fibrojenik hiicreler tarafindan salgilanir [45,46].

LOX bakir amin oksidazlari, bag dokusu matrislerinin biyojenezi i¢in gerekli olan
kritik bir post-translasyonel modifikasyonu katalize eder. Bu enzim, bu proteinlerdeki
peptidil lizini peptidil a-aminoadipik-d-semialdehit (alisin) oksitleyerek elastin ve
kollajenin molekiiler birimleri arasinda ve i¢inde kovalent ¢apraz baglanmay1 baslatir.
Peptidil aldehit daha sonra fibriller kollajen ve elastinde bulunan kovalent ¢apraz baglari
olusturmak icin komsu amino gruplari veya peptidil aldehitlerle yogunlasabilir.
Kesfedildigi zamandan beri 1980'lerin ortalarina kadar, bu enzim lizerindeki arastirmalar,
kolajen ve elastin substratlarina yonelik 6zgiilliigiline, saflastirilmasina, fiziksel-kimyasal
ozelliklerine, katalitik mekanizmasina ve fibrotik ve genetik hastaliklar spektrumunda

ekspresyonunun degistirilmesine yonelik olarak ilerlemistir [45,46].

LOX enzim ailesinin iiyeleri, sirasiyla LOX ve LOX benzeri LOXL-1, LOXL-2,
LOXL-3 ve LOXL-4 olarak adlandirilan homolog 5 izoformdan olusmaktadir. LOX
izoenzimleri farkli fiziksel ve kimyasal 6zelliklerde ayni katalitik aktiviteye sahip farkli
formlardir. Hiicrelerde, LOX ilk olarak prolizil oksidaz adi verilen 50 kDa protein onciisii

olarak sentezlenir. Proteinin bu inaktif formu daha sonra golgi kompleksinde glikosile
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edilir ve bir N-glikosile edilmis proenzim olusturur. Glikosilasyondan sonra, vezikiiller
yoluyla hiicre zarina tasinir, burada hiicre dis1 matrise (ECM) salgilanir. LOX’un
ECM’de aktive oldugu distliniilmektedir. Aktif bir LOX 32 kDa molekiil agirligina
sahiptir. Aktivite acisindan, lizil oksidazin ¢aligmasi i¢in iki kofaktdr gereklidir: bakir ve

lizil tirosil kinon (LTQ) [47,48].

Sekil 1.11°de kirmiz1 renkli alan dort histidin igeren benzersiz bir bakir baglama
(Cu) alanidir. Yesil renkli alan ise tip I sitokin reseptorlerine benzer bir sitokin reseptorii
benzeri (CRL) alam gosterir. Ongoriilen sinyal dizisi mor renkte gdsterilmistir. Sari

renkle gblgelenen BMP-1 boliinme bolgesi okla belirtilmistir [49].

BMP-1 LTQ

[
LI || | cre ||

Sekil 1.11. LOX protein yapisi

LOX ailesi, bir bakir baglama gorevi goren histidin kalintilari, bir lisil-tirozin-kinon
(LTQ) kofaktorii ve sitokin reseptorii benzeri bir boliimii igeren olduk¢a korunmus bir
katalitik alan1 paylasir. Bunlar enzimatik aktivite i¢in gereklidir. LOX yapisinda 417
aminoasit icermektedir. Sar1 renkte gosterilen sinyal dizisidir. Yesil renkteki bolge BMP-
1 bolgesidir. Bu bolge enzimatik aktivite i¢in gerekli tiim elementleri icermektedir.

ylksek oranda korunmaktadir [50].

Sekil 1.12’de LOX enziminin {i¢ boyutlu yapist goriinmektedir. Kirmiz1 ve
turuncu sinyal peptid alanini, sar1 ve mor pro-peptidi, yesil ve mavi ise C-terminal alani

gostermektedir [51].
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Sekil 1.12. LOX enziminin 3D Kristal yapisi[50]

1.3. Kriyojeller

Kriyojel kelimesi eski Yunancada “soguk, buz” anlamina gelen kpioo(cryos)
kelimesinden tiiretilmistir. Ciinkii kriyojeller genellikle uygun monomerik veya
polimerik baslaticilarin uygun ¢oziictilerdeki ¢ozeltilerinin sifirin altindaki sicakliklarda
kriyojelasyonuyla gelistirilen siiper makro gézenekli jel aglaridir. Kriyojellerin birbiri ile
baglantili makro gdzenekler ve slingerimsi morfoloji gibi 6zellikleri difiizyonun etkin bir
sekilde gergeklesmesine ve nano veya mikro partikiillerin kiitle transferine katkida
bulunur. Yani gézenekli ve elastik yapilar1 sayesinde hareketli fazin kolondan ge¢mesi
sirasinda kolonda olusacak geri basinci elimine edebilirler. Bu nedenlede kromatografik
sistemlerde kolon malzemesi olarak kullanilmaktadirlar. Biyomolekiillerin bozunmadan
ve denatiire olmadan, kromatografik tekniklerle verimli bir sekilde saflastirilmasini

kriyojellerin sahip oldugu bu avantaj saglamaktadir [52-54]

Kriyojellerdeki gozenek yapisi, donma sicaklifina, c¢oziinen monomerlerin
derisimine ve baslatici sistemin bilesimine bagli olarak olusmaktadir. Yani kriyojellesme
hiz1 ve c¢ozgen kristalizasyon hiz1 uygun sekilde kontrol edildigi takdirde istenilen
ozelliklerde kriyojeller sentezlenebilmektedir. Sekil 1.13’te gorildigi {izere,
kriyojelasyon prosediiriiniin ilk asamasinda buz kristali olusumlar: ile faz ayrimi, daha
sonra ¢apraz baglama ve polimerizasyon iglemi gerceklesir. En son olarak birbirine bagl

gozenekli bir kriyojel ag1 olusturan buz kristallerinin erimesi ile kriyojelasyon
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gergeklesmis olur. Kriyojeller, -10 ile -20 °C araligindaki gibi diisiik sicakliktaki sulu
cozeltilerde hazirlanir. Reaksiyon karisimi donma isleminin sonunda donmus olan
monolitik buz kristalleri ve donmamis bolge olan donmayan sivi mikrofaz olmak {izere
iki boliime ayrilmis olur. Donmayan sivi mikrofazda kriyojellesme gergeklesir.
Donmamis sivi mikrofaz, baslangi¢c hacminin ¢ok kiigiik bir kismint olusturmaktadir.
Donma evresinde jel baslaticilarinin derisimi yogun bir sekilde artar ve bu da jel
olusumunu tetikler. Mikrofazda gergeklesen polimerlesme ile olusan donmus jel oda
sicakligina getirilir. Donmus kristaller gozenek olusturucu ajan gorevi goriir ve eridigi
yerde bosluklar, bagka bir deyisle makro gézenekler birakir. Kriyojellesme tamamlaninca
en son olarak gerceklesen erime ile birlikte siirekli olarak makro gézenekli kanallara sahip

bir sistem olusmus olur [53,54,56].
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Sekil 1.13. Kriyogel olusumunun sematik gosterimif55]

1.4. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi molekiiler tanimaya dayali bir yontemdir. Proteinlerin
biyolojik fonksiyonlarina gére ayrilmalarini saglar. Afinite kromatografisi biyoafinite,
immunoafinite, lektin afinitesi, boronat afinitesi, biyomimetik afinite ve immobilize
metal afinitesi gibi ¢esitli alt dallara ayrilmaktadir. Protein, enzim, karbonhidrat, vitamin
gibi pek cok molekiil bu yontemler kullanilarak ayrilmaktadir. Afinite kromatografisinin

diger yontemlere goére birtakim ayricaliklar1 vardir. Bunlar yiiksek segicilik 6zelligine,
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hizl1 ve kolay kullanima sahip olmasidir. Fakat en biiyiik avantaj ise hedef proteinin ideal

kosullar saglandig: takdirde tek adimda saflagtirilabilmesidir [57,58].

Afinite kromatografisi, hedef biyomolekiillerin, uygun ligandalarla sipesifik ve geri
doniistimlii olarak baglanmasiyla ayrilmasini saglayan kromatografik bir yontemdir.
Ligandlar ¢oziinmeyen bir destek materyali (matriks) iizerine immobilize edilerek hedef
molekiilii tamamlamak i¢in gerekli baglanma uglar1 iceren molekiildiir. Hedef molekiil
ile ligand arasinda biyolojik etkilesimler, elektrostatik veya hidrofobik etkilesimler, van
der Waals veya hidrojen baglari araciligiyla gerceklesebilmektedir. Hedef molekiiliin
eliisyonu i¢in ya yarigmaci bir ligand kullanilir ya da mobil faz pH, iyonik kuvvet veya
polaritesi birtakim degisimlere ugratilarak degistirilir. Bu asamada, mobil faz eliisyon
islemi sirasinda bilesigi denatiire etmemeli ve spesifik aktivitesinde veya islevinde

herhangi bir degisime yol agmamalidir [57,58].

Saflagtirma isleminde analit igeren G6rnek, afinite kolonundan gegirilir. Burada
kolondan gegirme islemi, bilesik ile ligandin baglanmasi i¢in gerekli pH, iyonik kuvvet
ve bilesime sahip uygulama tamponu ile gergeklestirilir. Ornek kolondan gegerken
bilesikler afinite ligandlara uygun baglanma uglarindan baglanirlar. Baglanamayan
bilesikler ise kolondan yikama islemi ile uzaklastirilir. Uzaklagtirma isleminden sonra
kolonda tutulan analitin eliisyonu gergeklestirilir. Bu, analit ile ligand arasindaki
baglantinin koparmayi saglayan eliisyon tamponu denilen mobil fazin kolondan
gecirilmesiyle yapilir. Islemler sirasinda hedef molekiilin ve ligandin veya destek
materyalinin yapisinda herhangi bir geri dondiiriilemez denatiirasyonun olmamasina 6zen
gosterilmelidir. Diger yandan, mobil fazdaki iyonik kuvvetin ve tuz derisiminin artigi
iyonik etkilesimlerin bozulmasin neden olurken, hidrofobik etkilesimlerin olugsmasinda
tesvik edici bir rol oynamaktadir. Bu durumu onlemek igin kaotropik tuzlar

kullanilabilmektedir [57,58].

1.5. Hizh Protein S1ivi Kromatografisi (FPLC)

FPLC, proteinlerin ayristirilmasini, saflastirilmasini, nicel olarak belirlenmesini ve
nitelendirilmesini, peptid vb. ayrimlarinin gergeklestirilmesini saglar. Proteinlerin tek bir
adimda saflagtirllmasin1 saglamasi nedeni ile son zamanlarda yapilan biyokimyasal
calismalarda olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu kromatografik yontem orijinal
olarak protein saflagtirma i¢in gelistirilmis olmasina ragmen, DNA (plazmitler, kisitlama

pargalar1 ve oligoniikleotitler), niikleotit tiirevleri (6rn. NAD, ATP), dahil olmak {izere
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cok cesitli diger biyomolekiillerin saflastirilmasinda da kullanilmaktadir. Basit bir
kromatografik ayrima dayanan bir sistemi vardir. Oncelikle uygun bir hareketli faz ile

hazirlanan kolonun {izerinden saflastirilmak istenen enzim veya protein gegirilir [59-61].

Sekil 1.14°te verilen sematik gosterim, FPLC cihazinin ¢6ziicii kaplar, iki pompa,
enjeksiyon iinitesi, kolon, dedektor, fraksiyon toplama {initesi ve bir de veri kaydediciden
(bilgisayar) olustugunu gostermektedir. Coziicli kaplarinda kolonu sartlandirma ¢ozeltisi
ve kolonda tutunan analiti kolondan sdkme amacli eliisyon ¢ozeltisi bulunmaktadir.
Pompalar, cihaza verilen komut dogrultusunda bu ¢ozeltileri once enjeksiyon
tinitesinden, ardindan cihaza yiiklenen numuneyi de aldiktan sonra, belirli bir hizda
kolondan geg¢irir. Kolonu terk eden tiirler sirayla dedektdre ulasir. Buradan da belirli
fraksiyonlarda Ornek toplama iinitesindeki tiiplerde toplanir. Dedektorden gelen
sinyallere bagli olarak olusan piklerin kromatogram halinde goriintiilenmesi ise bilgisayar

sayesinde olur [59,60].

Omek fraksiyonlara aynldikian
sonra UV-spektrometre ile analiz

Fraksiyonlar otomatik olarak
H @ G @.ﬁlp]ﬂ!ﬁ toplanabilir.

Sekil 1.14. FPLC sisteminin sematik gosterimi [59].

FPLC’de kullanilabilen ayrim mekanizmalar jel filtrasyon kromatografsi, iyon degisim

kromatografisi, afinite kromatografisi yontemidir [62].
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1.6. Dairesel Dikroizm (CD) Spektroskopisi

CD spektroskopisi, molekiillerin dairesel spektrumlarini 6lgen spektroskopik bir
yontemdir. Molekiillerin dairesel spektrumlarini belirli dalga boylarinda 6lgmektedir. Bu
yontem incelenen molekiilden, sag ve sol dairesel polarize 15181n gegerken ugradigi
absorpsiyon farkina dayanir, esit olmayan bu absorpsiyon dairesel dikroizm olarak
tanimlanir. Dairesel dikroizm spektroskopisi, yapisal 6zelligin belirlenmesinde kullanilan
bir yontemdir. Polerize 15181n etkilesim igine girdigi molekiiller asimetrik yapidaki
molekiillerdir. Bu molekiiller polarize 15181n yoniinii degistiren optikce aktif maddelerdir.

CD spektroskopi genellikle biyomolekiillere uygulanir [66,67].
AA(L) = A(M)sol yonlii polarize 151k- A(A)sag yonlii polarize 151k

(A = Dalga boyu)

Yukarida verilen formiilde A; polarize 15181n absorbansini, AA ise; polarize 15181n
sola dogru olan absorpsiyonu ile polarize 15181n saga dogru olan absorpsiyonu arasindaki

farkini belirtmektedir.

CD spektroskopisinin, farkli birgok alanda, farkli uygulamalarda genis bir kullanim
alan1 vardir. Fakat UV CD spektroskopisi en ¢ok proteinlerin ikincil yapisinin tayininde
kullanilmaktadir. UV/Vis CD spektroskopisi molekiillerdeki yiik transfer gegislerinde,
Vis CD spektroskopisi metal atomlarindaki d-d gecisleriyle geometrik ve elektronik
yapmin incelenmesinde, titresimli CD spektroskopisi ise, kiiclik organik molekiillerin,
proteinlerin ve DNA’larin yapisal analizlerini ortaya koymak gibi bir¢ok amagla
kullanilmaktadir. Proteinler o-heliks yapist ve niikleik asitlerin ¢ift heliks yapilari
nedeniyle CD spektrum sinyalleri vermektedir. Uzak UV bdlgesinde, proteinlerin ikincil
yapilarma iligkin yapidaki, o-heliks konformasyonu, beta katlanmalar1 veya beta
tabakalar1 ya da diger rastgele katlanmalar hakkinda bilgi alinabilmektedir. Ayrica CD
spektroskopisi proteinlerdeki konformasyonel degisikliklerin ifadesinde biiyiikk 6nem
tasir. CD spektroskopisinde Olgiimlerin sagladigi bilgiler ile proteinlerin ikincil
yapilariin hakkindaki bilginin yani sira tersiyer yapilarindaki aromatik gruplarin da
varhigini gostermis olur. Ornegin, sicaklik, denatiire edici ajanlar ya da bu ajanlarin
derisimlerinin nedne oldugu proteinlerin ikincil yapilarindaki degisiklikleri incelemek

amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir [66].
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal

Tez ¢alismasindaki deneysel basamaklar asagidaki basgliklar altinda toplanmustir.

Sig1r aortundan LOX enzimi igeren ekstrakt hazirlanmasi,

MaBt temelli monomer sentezi ve karakterizasyonu,

MaBt-Cu igeren kriyojel kolon sentezi ve karakterizasyonu,

LOX enzimi igeren ekstrakttan FPLC ile LOX enziminin saflagtirilmast,

Saflastirilan enzimin karakterizasyonunun yapilmasi,

A e

Saflastirilan LOX enziminin aktivite tayini ve aktiviteyi etkileyen faktorlerin
incelenmesi.

7. Saflagtirilan LOX enziminin biyoteknolojik uygulamasi.

2.1.1. Kullanilan cihazlar

Yapilan calismada, sentezlenen monomer ve polimerlerin karakterizasyonunda
Perkin Elmer Spektrum 100 FT-IR Spektrofotometre, Bruker-UltraShield 500 MHz
NMR cihazi, yiizey morfolojisinin belirlenmesinde Zeiss Ultra Plus Taramali elektron
mikroskobu kullanilmistir. izole edilen enzimin saflastiriimasi ¢alismalarinda AKTA P-
920 UPC-900 model FPLC cihazi, enzimin protein igerigi ve aktivitesini belirlemek i¢in
Biotech Synergy H1 ELISA mikroplaka okuyucu kullanilmistir. Saflastirilan enzimin
konformasyonel degisimleri Applied Photophysics-Chirascan Plus model dairesel
dikroizm (CD) spektrofotometresiyle, enzimin molekiiler agirligi ve saflig1 ise Thermo
Scientific elektroforez ile belirlenmistir. Ekstrakt hazirlama iglemlerinde, Sigma-3 18-KS
santrifiij cihaz1 kullanilmigtir. Calisma sirasinda ¢ozeltilerin hazirlanmasinda  Ohaus-
Pioneer model hassas terazi, Thermo marka c¢alkalayici kullanilmistir. Bu siirecte
hazirlanan tampon ve c¢ozeltilerin pH Ol¢iimleri HANNA HI1 PH/ORP cihaziyla
yapilmistir.

2.1.2. Kullanilan kimyasallar

Aktivite tayini caligmalarinda kullanilan Yabant Turpu Peroksidaz (HRP) ve enzim
orneklerinin protein igerigini belirlemek icin kullanilan Sigir Serum Albumin (BSA)
Sigmadan temin edilmistir. Kolon sentezi ve Jel elektroforez deneylerinde kullanilan
Sodyum Dodesilsiilfat (SDS) Alfa-Aesardan, N,N’ Metilenbisakrilamit (MBA) Sigma
Aldrich’ten, 2-Hidroksi etil metakrilat (HEMA) Acrosstan, Tetraetilmetilendiamin
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(TEMED) ve Amonyum persiilfat (APS) Sigmadan tedarik edilmistir. SDS-PAGE analizi
sonrast boyama isleminin yapilmasinda kullanilan Comassie Blue Appli Chem’den
alinmistir. Deneyler sirasinda kullanilan Asetik asit, Sodyum hidroksit Haen firmasindan,
Metanol, Etanol, potasyum fosfat monobazik (KH2PO4), Potasyum fosfat dibazik
(K2HPO4) Sigma’dan, Sodyum kloriir Kimetsandan, alinmigtir. FT-IR analizi zamani
pelet yapiminda kullanilan KBr, Merck firmasindan tedarik edilmistir. Enzim
aktivitesinde substrat olarak TRIS (2-aminoetil)amin, CéH18N4, LOX enziminin
biyoteknolojik uygulamasi caligsmalarinda kullanilan elastin ve bakir (II) siilfat
pentahidrat Sigma Aldrich firmasindan alinmigtir. Kullanilan tiim kimyasallar tedarik¢i
firmalarin Onerdigi kosullarda labratuvar ortaminda muhafaza edilmistir. Deneyler
sirasinda kullanilan saf su Thermo Scientific firmas: tarafindan iiretilen saf su cihazi

kullanilarak elde edilmistir.

2.2. Metod
2.2.1. Sigir Aortundan LOX Enzimi Iceren Ekstrakt Hazirlanmasi

LOX enzimi igeren eckstraktin hazirlanmasi igin, ilk olarak aort damarlar
temizlenmistir. Daha sonra parcalayici kullanilarak ¢ok kiiciik pargalara ayrilmistir. Bir
yandan da pH 7.7 tuz igeren fosfat tamponu hazirlanmistir. Parcalanmis aort iizerine,

gram bagina 2.5 mL tampon ¢6zetisi eklenmis ve 24 saat boyunca +4 °C’de bekletilmistir.

LOX enziminin Ornekten ekstaktinin hazirlanmasi icin iire gradiyenti yontemi
kullanilmigtir [63]. Bu yonteme gore, 4M ve 2M iire igeren ayr1 ayri ¢ozeltiler tampon
cozeltiler kullanilarak hazirlanmistir. 4M {ire igeren tamponda aort Ornekleri
bekletildikten sonra siiziilmiis ve tekrar iire ¢ozeltisiyle etkilestirilmistir. 7000G’de 20 dk
boyunca santrifiij islemi ger¢eklestirildikten sonra, 2M fire igeren tampona aktarilmistir.
2M iire i¢eren tampon ¢dzeltide bekleyen ornekler daha sonra 20 dk boyunca 7000 G de
bir daha santrifiij edilmis ve elde edilen supernatan ile yapilacak olan saflastirma islemi
icin +4°C’de saklanmustir. Sekil 2.1°de elde edilen LOX enzimi igeren ekstrakt

goriilmektedir.
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Sekil 2.1. Elde edilen LOX ekstrakt

2.2.2. Kriyojel temelli ayirma kolonlariin hazirlanmasi

LOX enziminin yukarida bahsedilen prosediirler sonrasi hazirlanan ekstrakttan tek
basamakta saflastirilmasi igin, ilk asamada enzimin etkilesecegi MaBt temelli
monomerler sentezlenmistir. Bu amagla, MaBt fonksiyonel —monomerinin
sentezlenmesinden sonra, MaBt-Cu On organizasyonu yapilmis ve kriyojel kolona

tutturularak ayirim kolonu sentezlenmistir

2.2.2.1. Metakriloilbenzotriazol (MaBt) fonksiyonel monomerinin ve MaBt-Cu
kompleks monomerinin sentezi ve karakterizasyonu

Fonksiyonel monomer MaBt sentezi igin ilk olarak 27.67 g benzotriazol (0.23
mmol, 4 eq) diklorometan (DCM) igerisinde ¢oziilmiistiir. Daha sonra iizerine 4.22 mL
Tionil klorid (SOCl2) (0.058 mmol, 1 eq) eklenmistir Bu karisim 30 dk boyunca oda
sicakliginda karigtirllmigtir. Daha sonra karigimin {izerine 4.93 mL (0.058 mmol, 1 eq)
metakrilik asit ilave edilmistir. Bu ilavenin arkasindan azot atmosferi altinda ve oda
sicakliginda tekrar 3 saat boyunca karistirmaya devam edilmistir. Reaksiyon sonucu
olusan ¢okelek siizelerek atilmistir. Bu siiziintiide kalan {iriin ise (MaBt) %20 Na2COs ile
ekstrakte edilmistir. Daha sonra organik faz DCM evaporatérde ugurulmustur. Elde
edilen monomer yiiksek saflikta olmasi i¢in MaBt, EtOAc:Hekzan karisimi kullanarak
kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Elde edilen {riin verimi %86 olarak

hesaplanmistir. MaBt sentezi sematik gosterimi Sekil 2.2°de verilmistir.
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Sekil 2.2. MaBt sentezi sematk gésterimi

Sentezlenen MaBt monomerinin sentezi, Metakrilik asit ve benzotriazol reaksiyon

ortamina diklorometan ve Tiyonil klorid ilave edilerek gergeklestirilmistir.

MaBt monomeri sentezinden sonra, ayirimi gerceklestirecek olan fonksiyonel

monomer olan MaBt-Cu kompleks monomeri sentezlenmistir.

MaBt-Cu kompleksini sentezlemek amaciyla, ilk olarak 0.5039 g MaBt (2.7 mmol)
20 mL etanol igerisinde ¢oziilmiistiir. Daha sonra 0,6523 g Cu(NOs)2 -3H20 (2.7 mmol)
ile oda sicakhiginda 3 saat boyunca etkilestirilmistir. Oncelikle etanol ortamdan
uzaklagtirilarak kati MaBt-Cu(II) kompleksi (Sekil 2.3) elde edilmistir. Bu kompleks
once etanol ve daha sonra deiyonize su ile yikanmistir. Bu islemden sonra ise 50 °C’de

48 saat boyunca vakum etiiviinde kurutulmustur.

N
N---__ 2+___.
NI N/\/NCU \—‘ OH2
///// ) OH2
\O,

Sekil 2.3. MaBt-Cu(Il) kompleksi

LOX enziminin aktif merkezinde korunmus boélgede bulunan histidin kalintilari
bakir iyonlarini baglama gorevi yapmaktadir. Tasarlanan afinite temelli yontemde ligand
olarak MaBt-Cu kullanilmasinin nedeni LOX’da bulunan histidin uglarinin MaBt-Cu

monomerindeki Cu ile etkilesip ayirim gergeklestirilmesini saglamaktadir. Sekil 2.4°te bu
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etkilesimin mekanizmasi gosterilmektedir. Bu kompleksi kullanmanin avantaji ayirimin

tek seferde yapilmasini saglamaktadir.

( + B 'Histidine
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Sekil 2.4. Enzimin katalitik bazi olarak Histidini gosteren lisil oksidazin katalitik dongiisii ve
bakirin enzim katalizinde oynadigi olasi rol .

NH,
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2.2.2.2. MaBt-Cu(Il) iceren kriyojel kolon hazirlanmast

LOX enzimi i¢eren ekstrakttan tek basamakta afinite temelli saflastirma i¢in, Kisim
2.2.2.1.°de sentezi ve karakterizasyonu agiklanmis MaBt-Cu(Il) kompleks monomerini
iceren HEMA kriyojel kolon sentezlenmistir. Bu amagcla, 562.5 yL. HEMA monomeri ve
106.125 mg capraz baglayict (MBA) suda ¢oziilerek 1 saat boyunca karistiriciya
birakilmistir. Ardindan Onceden On-organizasyon islemi yapilmis MaBt-Cu(II)
fonksiyonel monomeri 200 (mg mL™) olacak sekilde karisima ilave edilmis ve yine
karistirilmaya devam edilmistir. Hazirlanan bu ¢6zelti 5 mL siringa i¢ine alinmis ve buz
banyosunda bekletilmistir. Sogukta polimerizasyonu baglatict APS ¢6zeltisi ImL’de 100
mg olacak sekilde hazirlanarak, TEMED ile birlikte ilave edilmistir. Polimerlesme
baslayana kadar buz banyosunda tutulmustur ve daha sonra -20 °C’de 16 saat
bekletilmistir. Ardindan kriyojel kolon, oda sicakliginda 3 saat siireyle bekletilerek
kriyojel olusumu tamamlanmigtir. Sentezlenen kriyojel kolon birkag kere saf su ile
yikandiktan sonra kullanilincaya kadar +4 °C’de, %0.02 NaNs igerisinde saklanmistir.
Elde edilen kriyoje FPLC cihazinda kolon olarak kullanilmas1 amaciyla FPLC cihazina
ayirim kolonu olarak takilmistir (Sekil 2.5).
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Diger yandan, sentezlenen MaBt-Cu-HEMA kriyojelinin yaninda HEMA tabanl
bos kriyojel de hazirlanarak ayirim ve karakterizasyon islemlerinde karsilastirmalar
yapilmistir. HEMA kriyojeli hazirlanmasinda, yukarida anlatian MaBt-Cu-HEMA
kriyojeli sentez prosediirii uygulamis, ancak MaBt-Cu(Il) kompleksi eklenmemistir.

HEMA kriyojeli, kullanilincaya kadar +4 °C’de %0.02 NaNs icerisinde saklanmuistir.

Sekil 2.5. MaBt-Cu-HEMA kryojel kolonu

2.2.3. Sentezlenen Kriyojellerin Karakterizasyon calismalari

MaBt-Cu-HEMA ve HEMA kriyojel kolonunun karakterizasyon ¢alismalarinda ilk
once kolonun su tutma kapasitesi belirlenmistir. Belirleme amagli, kolon sisme testine
tabi tutulmustur. Daha sonra sirasiyla FT-IR analizi yapilmis ve yiizey morfolojisini

belirlemek i¢cin SEM analizi yapilmstir.

2.2.3.1. Sisme testi
Sentezlenen MaBt-Cu-HEMA ve HEMA kriyojel kolonunun su tutma kapasitesi

asagidaki metod izlenerek belirlenmistir.

Ilk &nce kriyojel kolonlar 24 saat boyunca oda sicakliginda bekletilerek, oda
kosullarinda gozeneklerindeki suyun uzaklagsmasi saglanmistir. Daha sonra kuru polimer
hassas terazide tartilmistir (Wk). Ardindan, kriyojeller 24 saat boyunca oda sicakliginda
saf su icinde bekletilmis ve yeniden tartilmistir (Ws). Asagidaki formiile gore sisme
kapasitesi hesaplanmustir.
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Ws—-Wk
Wk

Sisme derecesi: SD = x100 Esitlik (2.1)

Esitlik 2.1°de, Ws sismis polimerin agirligini, Wk ise kuru polimer agirligini ifade

etmektedir.

2.2.3.2. FT-IR analizi
Sentezlenen kriyojellerden kesit alinarak kurutulmus ve FT-IR cihazinin ATR

kismina yerlestirilerek FT-IR spektrumlari elde edilmistir.

2.2.3.3.Yiizey morfolojisi

Kolondan alinan 10 mm’lik kesit etiivde belli bir siire bekletilerek kurutulmustur.
Daha sonra SEM 6rnegi hazirlama prosediiriine gore, 1 dakika boyunca 50 mA hk akim
uygulanarak altinla kaplanmistir. Altinla kaplanmis 6rnekler SEM cihazina yerlestirilerek

ylizey morfolojileri belirlenmistir.

2.2.4. LOX Enzimi Saflastirilmasi

Sigir aortundan ekstrakte edilen LOX enzimi, MABt-Cu-HEMA kriyojel

kolonunun FPLC’de ayirim kolonu olarak kullanilmasiyla saflagtirilmigtir.

Bu amagla, FPLC’ye takilan MaBt-Cu-HEMA kriyojel kolon 2M iire igeren pH
7.8 tampon ¢ozeltiyle (A ¢ozeltisi) dengelenmistir. Dengelenen kolona ekstrakte edilen
LOX enzimi igeren 100 uL 6rnek enjekte edilerek 0.7 mL akis hizinda kromatografik
ayirim gerceklestirilmistir. Bu sirada, kolonda LOX enzimi kriyojel kolonda tutunurken,
ekstrakt ¢ozeltisi igerisinde LOX enzimi disindaki diger tiirler analizin ilk dakikalarinda
kolondan ayrilmistir. Kolonda tutunan LOX enzimini fraksiyon tiiplerinde toplamak
amaciyla 0.4 M NaCl (B ¢o6zeltisi) kolondan gegirilmistir. Tiim bu analizler FPLC’de 280
nm’de izlenmigstir. Kromatografik analizde kullamilan FPLC cihaz1 Sekil 2.6’da
gosterilmistir. Fraksiyon tiiplerinde toplanan saflastirilmis LOX enzimi saflik testi,
molekiil agirligi tayini ve enzim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla +4°C’de

saklanmustir.

32



Sekil 2.6. FPLC cihaz

2.2.5. Enzimin protein icerigi ve aktivite tayini

S1g1r aortundan izole edilen ekstraktin, saflastirilan LOX enziminin protein igerigi
Bradford yontemi [65] kullanilarak belirlenmistir. Bu amagla, farkli derisimlerde BSA
cozeltileri hazirlanarak her bir ¢ozeltiye Bradford reaktifi eklenmis ve 595 nm’de UV
absorbanslarina goére kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Hazirlanan kalibrasyon
grafiginden (y=mx+k) yola c¢ikarak absorbansi (y) bilinen ekstrakt ve LOX enzimi

orneklerinin protein miktarlar1 (x) belirlenmistir.

LOX aktivitesi ise lizin kalintisinin enzimatik yikimi sonucu agiga ¢ikan H202’nin
kantitatif olarak tayin edilmesi ile gercgeklestirilmistir. H2O2, HRP enzimi varliginda

mavi-yesil renkli bilesige yiikseltgenmektedir.

LOX enzimi, substratindaki birincil amini asagidaki reaksiyona gore

bir aldehite doniistiirmektedir (Sekil 2.7)

RCH:>NH? + O2 + H2O — RCHO + H202 + NH3

O, + HO
' - 55
‘ MNH, ? Loy
:/W M i + HyOy + NH,
5 LOX 1

Sekil 2.7. LOX tarafindan katalize edilen reaksiyonun gosterimi
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LOX tarafindan katalize edilen reaksiyonun incelenmesi, H202 stokiyometrik
olarak {iretildigini ve bu nedenle diger bir¢ok peroksit iireten enzim gibi LOX aktivitesini
belirlemek icin kullanilabilecegini gostermektedir. Tiim oSlgiimler spektrofotometrik

olarak 420 nm dalgaboyunda yapilmistir.

LOX, 2-aminoetil amin, igeren reaksiyon karigimi 30 dakika boyunca 37 °C de
inkiibe edilmistir. Daha sonra reaksiyon karigimma HRP eklenmis ve g¢alkalamali
karistiricida 10 dakika bekletilmistir. Ardindan TMB eklenmistir ve reaksiyon sonucu
mavi-yesil renkli {riiniin olusumu gerceklestirilmistir. Reaksiyon %97’lik H2SOs
¢oOzeltisi ile durdurulmus ve 420 nm de UV absorbansi 6l¢iilmiistiir. Son olarak Esitlik
(2.2) yardim ile LOX aktivitesi hesaplanmistir. Bir enzim {initesi, 37 °C sicaklikta, 1

dakikada, 1 pmol H20z iireten enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir.

dA
Vvt xﬁxdfx 1000
EAxVsxd

Enzim Unitesi (U/mL) == Esitlik (2.2)

Burada:

Vt: Reaksiyonun toplam hacmi

dA/dT: Birim zamanda absorpsiyon degisimi
dF: Seyreltme faktorii

EA: Absorpsiyon katsayisi

Vs: Reaksiyondaki enzim hacmi

2.2.5.1. Enzim aktivitesini etkileyen faktorler ve kinetik incelemeler

Saflastirilan enzimnin aktivitesi, farkli pH (a) ve farkli substrat derisimlerinde (b)

2.2.5. de aciklanan yontemle Ol¢lilmiistiir.

a) pH’in enzimatik reaksiyonun hizina olan etkisini incelemek i¢in farkli pH’larda

hazirlanan tampon ¢ozeltilerde LOX enzim aktivitesi tayin edilmistir
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b) Sabit pH ve enzim derisiminde farkli substrat derisimlerine (1-5 mM) kars1
enzim aktivitesi Ol¢iilmiis ve substrat derisimine karsi reaksiyon hizi grafigi
elde edilmistir:

Ardindan substrat derisimine karst reaksiyon hizi grafigi kullanilarak,
saflagtirilan LOX enziminin maksimum hizi (Vmax) ve maksimum hizin
yarsina denk gelen substrat derisimi (Km) degerleri belirlenmistir Km,
Michaelis- Menten sabitidir ve enzimin substrata olan ilgisinin o6l¢iisiini

belirtir.

2.2.6. Saflastirlan LOX Enziminin Karakterizasyonu

CD Analizi

Saflastirilan LOX enziminin protein yapisindaki degisim CD spektroskopisiyle
belirlenmistir. Bu amagla, 100 mg mL™!' derisiminde 75 pL LOX enzimi &rneginin 0.5
mm’lik CD kiivetlerine uygulanarak, 180-350 nm dalgaboyu araliginda CD spektrumu

alimmustir.

2.2.7. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) analizi

FPLC ile saflastirilan LOX enziminin safligin1 ve molekiiler agirligin1 belirlemek
icin SDS-PAGE analizi yapilmistir. Bu amagla, 29:1 oraninda akriamid-bis monomerleri
ile, APS , TEMED, pH 8.8 TRIS kullanilarak %10’luk ayirma ve %S5’lik yiikleme jeli
hazirlanmistir. Esit miktarda 6rnek ve 6rnek yiikleme boyasi karistirilip kaynayan su
icerisinde 5 dk boyunca denatiire edilmistir. Karisimdan 20 pL. alinarak kuyucuklara
yiiklenmistir. Yiikleme jelinde cihaza 16 A uygulanmis, daha sonra ayirma jelindeyken
32 A’e yiikseltilmistir. Yiriitme bittikten sonra jel 2 saat boyunca fiksatif ¢ozeltisinde
daha sonra 24 saat boyunca boyama ¢dzeltisinde bekletilmistir. 24 saatin sonunda boya
uzaklastirilmig ve yikama ¢ozeltisi eklenmistir. Yikama islemi jel tamamen renksizlesene

kadar devam etmistir. Son olarak belirginlesen bantlarin goriintiileri alinmigtir.

2.2.8. LOX Enziminin Biyoteknolojik Uygulamasi

LOX enziminin peptidil lizini aminoadipik semialdehitlere oksitleyerek elastin
Onciilerinin kovalent ¢apraz baglanmasini baslatan bakir bagimli bir enzim olmasindan
yola cikarak, saflagtirilan ve etkinligi ifade edilen LOX enziminin laboratuvar

kosullarinda, elastinin ¢apraz baglanmasindaki rolii incelenmistir. Bu amacla farkli
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derisimlerdeki elastin ¢ozeltileri (1.0, 5.0, 10 mg mL™") pH 8.8, 0.2M TRIS tamponunda
hazirlanmistir. Ayrica enzimin hem bakir hem de o-kinon ile uyumlu bir karbonil
kofaktorii igermesinden yola ¢ikarak, yine farkli derisimlerde CuSO4.5H20 (0.01-0.5 M)
cozeltileri hazirlanmis ve elastin ¢ozeltileriyle 5 mg mL™! derisimde pH 8.0 tamponunda
hazirlanan LOX enzimi varhiginda 37°C’de farkli siirelerde etkilestirilmistir. LOX
enzimi, elastin Onciisli, tropoelastin gibi ¢oziiniir ECM 06ncii molekiillerini capraz
baglayan endojen enzimler grubundadir. Yapilan denemeler sonrasinda, LOX enziminin
elastin ¢apraz baglanmasindaki optimum kosullar1 belirlenmistir. Boylece, saflastirilan
LOX enziminin laboratuvar kosullarinda, elastin ¢apraz baglanmasindaki etkinligi de

incelenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Metakriloilbenzotriazol (MaBt) fonksiyonel monomerinin ve MaBt-Cu
kompleks monomerinin karakterizasyonu
Sentezlenen MaBt monomeri ve MaBt-Cu (II) komplekslerinin karakterizasyonu

NMR, UV-Vis ve FTIR spektrumlariyla belirlenmistir.

"H-NMR ve "BC-NMR spektrumlari igin, fonksiyonel monomerler CDCl3
icerisinde ¢oOziilmiistiir. Kimyasal kaymalar (8) ppm olarak CDCIl3 referans alinarak
kaydedilmistir. Sekil 3.1’de MaBt’ye ait '"H NMR spektrumu molekiil {izerindeki her bir
proton sinyallerle eslestirilerek gosterilmistir. Spektrumdan da gortilecegi gibi 8.23 ppm
(a) ve 8.09 ppm’de (b) goriilen dublet sinyaller, 7.62 ppm (c) ve 7.48 ppm’de (d) goriilen
triplet sinyaller N-acil benzotriazollerden beklenen karakteristik sinyallerdir. Bunlar
benzotriazol halkasinin  benzen halkasindaki protonlarin  verdigi sinyallerdir.
Sperktrumda 6.26 ppm’de (e) kaydedilen yayvan sinyal metakriloil grubunun ¢ift bagl
karbonuna baglt metilen (C=CH2) protonlarindan birisidir. Yayvan bir sinyal olarak
goriilmesinin sebebi bu protonun komsu karbona bagli metil (—CH3, g) protonlarina {i¢
boyutlu diizlemde uzak oldugundan yarilmalari net olarak kaydedilememis
olmasindandir. Ote yandan ¢ift bagli metilen (C=CH:) protonlarindan digeri ise 6.05
ppm’de (f) net bir kuartet sinyal vermektedir. Bu protonun, {i¢ boyutlu diizlemde komsu
karbona bagli metil (—CHs, g) protonlartyla dort bag oteden etkilestigini ve yakin
oldugunu bu kuartet sinyal géstermektedir. Bu iki metilen (e, f) protonu ayni karbona
(geminal) bagli olmasina ragmen farkl sinyaller vermistir. Bu da gdstermektedir ki ¢ift
bag dolayisiyla geometrinin sabitlendigi ve bu bag etrafinda donmenin izinli olmamasi
nedeniyle her iki proton metakriloil grubunun metil (-CHs) fonksiyonuyla farkli
etkilesmistir. Son sinyal ise 2.26 ppm’de (g) kaydedilen dubletin dubleti sinyaldir. Bu
metakriloil fonksiyonunun metil (-CH3) grubudur. Komsu karbona bagli alken metilen
protonlarmin (C=CH2) protonlariyla donme izninin yasakli olmas1 nedeniyle ayr1 ayri
etkilestigini dubletin-dubleti sinyali gostermektedir. Bu protonun sinyalindeki 0.97 Hz
yartlma uzak oldugu (e) protonundan kaynaklanmaktadir. Son olarak bu protonun
sinyalindeki 1.5 Hz yarilma ise ii¢ boyutlu diizlemde yakin oldugu protondan (f)

kaynaklanmaktadir.
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'"H NMR (500 MHz, CDCl3, TMS) &: 8.23 (d, J=9.18 Hz, 1H, Ar-H), 8.09 (d, J=
8.27 Hz, 1H, Ar-H), 7.62 (t, J= 7.20 Hz, 1H, Ar-H), 7.48 (t, J= 7.2 Hz, 1H, Ar-H), 6.26
(yayvan sinyal, 1H, -C=CH3), 6.05 (q, J= 1.5 Hz, 1H, -C=CHa), 2.26 (dd, J=0.97 Hz, 1.5
Hz, 3H, -CH3) ppm.
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Sekil 3.1. MaBtye ait '"H NMR spektrumu

MABt’ye ait *C NMR spektrumu Sekil 3.2°de verilmistir. Spektrumda amit
karbonil (C=0) grubuna ait 167.6 ppm’de sinyal gortiilmektedir. Benzotriazoliin benzen
halkasina ait sinyaller 145.7, 132, 130.2, 129.5, 126.1 ve 114.6 ppm’de goriilen
sinyallerdir. Ote yandan 137.2 ppm’de goriilen sinyal metakriloil grubunun proton
tasimayan alken karbonuna aittir. 120 ppm’de goriilen sinyal ise metakriloil grubunun
alken (CH3z) karbonuna aittir. Metakriloil grubundaki metil (CH3) karbonuna ait sinyal
ise 19.8 ppm’de goriilen alifatik sinyaldir.
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13C NMR (125 MHz, CDCls, TMS): 19.8 (1), 114.6 (2), 120.0 (3), 126.1 (4), 129.5
(5),130.2 (6), 132.0 (7), 137.2 (8), 145.7 (9), 167.6 ppm (10).
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Sekil 3.2. MaBt'ye ait >C NMR spektrumu

Sentezlenen fonksiyonel monomer MaBt ve MaBt-Cu (II) UV spektrumlarini elde
edebilmek i¢in 50 ppm MaBt ve MaBt-Cu (II) etanol igerisinde hazirlanmistir.
Spektrofotometrik dlgiimler ise 200-800 nm dalga boyu araliginda gergeklestirilmistir.

Sekil 3.3’de MaBt ve MaBt-Cu (II) kompleksine ait UV-Vis spektrumlari
verilmigtir. Elde edilen spektrumlardaki farkliliklar MABt yapist ile Cu (II)’nin

etkilesimine isaret etmektedir.

39



2000 -

T
203 nm
1.500
H MABt-Cu (I1)
1,000 1
L]
E s
| 237 nm
o
. MABt

0.000 |-

51as L 1 1

190,00 400.00 &00.00
nm

Sekil 3.3. MaBt ve MaBt-Cu (Il) kompleksine ait UV-Vis spektrumlar

3.2. MaBt-Cu-HEMA ve HEMA Kriyojellerinin Karakterizasyonu

Sentezlenen kriyojellerin FT-IR spektrumlart Sekil 3.4’te verilmistir. Buna gore,
MaBt-Cu-HEMA kriyojeli igin (Sekil 3.4.a.) 3376 cm™ (-OH), 1540 cm™ ve 1658 cm’!
(C=C), 1728 cm! (C=0), 1250 cm™ ve 1280 cm™ (C-N) frekanslarinda MaBt-Cu
kompleksine ait fonksyonel gruplara ait pikler goriilmektedir. HEMA kriyojeline ait
pikler (Sekil 3.4.b.) ise 3407 (-OH), 2952 cm™! (C-H), 2885 cm™ (=C-H), 1660 cm™ ve
1538 cm!  (C=C), 1731 cm! (C=0), 1159 cm! (C-O-C) , frekanslarinda

goriintiilenmistir.

Pikler degerlendirildiginde, kriyojeller arasindaki en biiyiik farklilik 1250 cm™! ve
1280 cm™! (C-N) piklerinin MaBt-Cu igermeyen saf HEMA’da bulunmamasidir. 453 cm
' ve 477 cm! (Cu-N) ait bakir baglama pikleri goriilmektedir. MaBt-Cu-HEMA
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%Transmittance

kriyojelinde bu piklerin olmasi sentezin basariyla gerceklestigini ve MaBt-Cu

kompleksinin kriyojel icinde bulundugunu kanitlamaktadir.
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Sekil 3.4. (a) MaBt-Cu-HEMA (b)HEMA kriyojeli FT-IR spektrumu
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MaBt-Cu-HEMA ve HEMA kriyojel kolonunun yiizey morfolojisi SEM analizi ile
belirlenmistir. Sekil 3.5 a’da HEMA nin, Sekil 3.5 b’de ise MaBt-Cu-HEMA kriyojelinin
SEM goriintiisii goriilmektedir. Buna gore, sentezlenen kriyojellerin birbirine baglantili
olduke¢a genis gbzeneklere sahip oldugu goriilmektedir. Kriyojellerin 6nemli karakteristik
Ozelliklerinden olan bu birbirine bagl genis gdzenek yapis1t MaBt-Cu-HEMA yapisinda

da kendini gosterdiginden, kriyojel sentezinin basariyla gerceklestirildigi anlasilmaktadir.

...... Sign

Sekil 3.5. (a) HEMA (b) MaBt-Cu-HEMA kriyojeli SEM goriintiisii

MaBt-Cu-HEMA kriyojeli hidrofilik 6zellikte bir polimerdir. Polimerik yapida
olmasi nedeniyle yiiksek molekiil agirligina, hidrofilik 6zelliginden dolay1 yapisina su
alarak sisme Ozelligi gostermektedir. Sekil 3.6.a’ da MaBt-Cu-HEMA kriyojelinin sismis
hali, Sekil 3.6.b’de ise MaBt-Cu-HEMA kriyojelinin kuru hali gortilmektedir.

Sekil 3.6. MaBt-Cu-HEMA kriyojeli (a) sismis hali (b) kuru hali fotograflar
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Esitlik 2.1°e gore yapilan hesaplamalar sonucunda MaBt-Cu-HEMA kriyojel
kolonun su tutma kapasitesi %680 olarak ve HEMA kriyojelin su tutma kapasitesi ise
%672 olarak bulunmustur. Bu iki veri karsilastirildiginda, HEMA kriyojeline MaBt-
Cu(II)’nin eklemlenmesiyle elde edilen MaBt-Cu-HEMA kriyojelin hidrofilikliginin

kompleksin de hidrofilik 6zelligi olmasindan dolay1 arttig1 goriillmektedir.

3.3. LOX Enzimi orneklerinin protein icerigi ve aktivite tayini

3.3.1. Protein icerigi tayini

Sigir aortundan saflastirilan LOX enzimi 6rneklerinin protein miktarlar1 Bradford
yontemi ile belirlenmistir. Farkli derisimlerdeki BSA ¢ozeltilerinin Bradford reaktifiyle
etkilestirilerek 595 nm’de absorbaans dl¢limlerine gore olusturulan standart grafigi Sekil

3.7’de verilmistir.
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Sekil 3.7. Bradford yontemine gore kalibrasyon grafigi

Buna gore toplam protein igerigi, LOX enzim aktivitesi literatiirdeki
Palamakumbura ve Trackman’in caligmasi [64] temel alinarak ve metotta biraz

farkliliklar yapilarak daha kolay uygulanabilir bir sekilde gergeklestirilmistir.
RCH2NH2+02+H20—-RCHO+H202+NH 3

Buna goére, TRIS(2-aminoetil)aminin substrat olarak kullanilmasiyla saflastirilan
LOX enzimi varhiginda (Img mL'") 37°C’de, pH 7 tamponunda 30 dakika inkiibasyon
gerceklestirilmis ve reaksiyon sonrasi agiga ¢ikan H2O>2 miktar1 spektrometrik olarak
tayin edilerek zaman iginde azalan substrat derisimine gore enzim aktivitesi tayin

edilmistir. Enzimatik reaksiyon sonrasi aciga ¢ikan H2O2 miktart HRP ile tayin edilmistir.
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Bu amagla reaksiyon iiriinleri ortamina HRP eklenerek calkalamali inkiibatorde 10 dakika
bekletilmis ve ardindan TMB eklenmistir. Bekleme siiresinden sonra, reaksiyon %97’lik
H2S04 ¢ozeltisi ile durdurulmus ve 420 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda Abs
degerlerinin elde edilmesiyle, enzim aktivitesi belirlenmistir. Elde edilen verilere gore
LOX enziminin saflagtirmasina iliskin degerler Tablo 3.1°de verilmistir. Buna gore, LOX

enziminin %75.6 verimle saflagtirildig1 bulunmustur.

Tablo 3.1. LOX enzimine ait saflastirma tablosu

Numune Toplam Toplam Spesifik Saflagtirma | Verim
Protein Aktivite Aktivite katsayisi (%)
Derigimi (umoldk'mL™) | (umoldk'mg™)
(mg mL")
Ham ekstrakt | 3.42 28,49 8,32 1 100
MaBt-Cu- 0.9 21.53 23.92 2.8 75.6
HEMA
saflastirilmasi

3.3.2. FPLC analizi

Sigir aortundan elde edilen ekstrakt icinde bulunan LOX enzimi, afinite
kromatografisi ile FPLC cihazi kullanilarak saflastirilmistir. Ekstrakt, uygun filtrasyon
islemlerinden sonra 100 uLL hacimde FPLC kolonuna enjekte edilmistir. FPLC kriyojel
kolondaki saflastirma, LOX enziminin aktif bolgesindeki histidin aminoasitlerinden Ma-
Bt-Cu kompleks monomerindeki bakir bodlgesinden baglanarak kriyojel kolonda
tutunmasi ve ardindan histidin-Cu etkilesiminin tuz ¢dzeltisiyle kirilarak kolondan LOX
enziminin alinmasi ve fraksiyon tiiplerinde toplanmasi islemlerine dayanmaktadir. Sekil
3.8’deki kromatogramda alikonma siiresi 5 dakika olan ilk pik, ekstrakt igindeki LOX
enzimi disindaki kriyojel kolona tutunamadan kolonu terk eden tiirleri ifade etmektedir.
15.dakikadan itibaren hareketli fazin degistirilmesiyle, kolondan NaCl c¢ozeltisi
gecirilmesiyle, kolona tutunmus LOX enzimi ayrilmigtir ve alikonma siiresi 20. dakika
olan ikinci pik LOX enzimini ifade etmektedir. Bu pik boyunca fraksiyonlar, fraksiyon
toplama iinitesinde toplanmis ve kolondan alman LOX enzimi ileri karakterizasyon

testleri i¢in +4°C’de saklanmustir.

44



mAU . riwewn 1

2
']i.".
-150
. .
A0 o Mﬂ »
-350 A b f ¥ v
- A
400 A n l'
450 oAl i A
TP il
| SRt AN y L1 U i
40 5 0 5 .20 15 10 5 0 . 10 15 20 25 30 35

Sekil 3.8. FPLC ile LOX enzimi saflastirilmasina iligkin kromatogram.

3.3.3. Enzim aktivitesini etkileyen faktorler ve kinetik incelemeler

Saflastirilan LOX enziminin aktivitesi farkli pH degerlerinde (pH 3-9) tampon
cozeltiler hazirlanarak incelenmistir. Bir enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH,
enzim i¢in optimum pH degerini vermektedir. Her bir pH degerinde incelenen enzim
aktivitesi sonrasi elde edilen degerlerin grafige gecirilmesiyle LOX enzimi i¢in optimum
pH degeri pH 7 olarak bulunmustir (Sekil 3.9). Literatiirle karsilastirildiginda Mure
vd.nin ¢alismalarinda [68], LOX enzimi i¢in optimum pH 7, Kagan vd.nin ¢alismalarinda
[69] ise LOX enzimi i¢in optimum pH aralig1 7.8-8.3 olarak belirlenmistir. Dolayisiyla

elde edilen sonug literatiirle uyumluluk gostermektedir.
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Sekil 3.9 pH'in LOX enzimi aktivitesine etkisi

Substrat derisiminin, LOX enzim aktivitesine etkisinin belirlenmesi amaciyla,
farkl1 substrat derisimlerinde (ImM-5mM), 1 mg mL™! LOX enzimi pH 7.0 tamponunda
etkilestirilerek Sekil 3.10’daki enzimatik huza kars1 substrat derisimi degisiminin etkisi

grafigi elde edilmistir.
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Sekil 3.10 Saflastirilan LOX enzimi igin Substrat derisiminin reaksiyon hizina etkisi

Sekil 3.10°da verilen Michaelis-Menten grafigi degerlendirildiginde, saflastirilan LOX

enzimi i¢in enzimin baglayabilecegi maksimum miktarda substrati bagladigindaki
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maksimum reaksiyon hizi (Vmak) 5,45x102 mM/dk, Km degeri ise 0,833 mM olarak
bulunmustur. Literatiirde Tracman vd. [70] tarafindan yapilan ¢alismada, substrat olarak
1.5-diaminopentan kullanildiginda enzim i¢in Km degeri 0,5 mM olarak bulunmustur.
Palamakumbura vd. ise [64], akcigerden saflastirdiklar1 ve florimetrik yontemle tayin
ettikleri LOX enzimi i¢in Km degerini 0,3 mM olarak bulmuslardir. Saflastirilan LOX

enzimi i¢in bulunan bu degerler literatiirle uyumluluk gostermektedir.

3.4. Saflastirllan LOX enziminin Yapisal Karakterizasyonu

CD Analizi

Saflastirilan LOX enziminin analiz boyunca ikinci veya lgiinciil yapilarindaki
degsiklik CD spektroskopisi ile izlenmistir. Sekil 3.11°daki CD spektrumu
degerlendirildiginde, 180-210 nm ve 210-220 nm gelen pikler sirasiyla, saflastirilan
enzimin yapisindaki o-helix ve beta katlanmalarin1 gostermektedir. 240-300 nm
araligindaki pikler ise rastgele katlanmalar1 gdostermektedir. Buradan hareketle, LOX
enziminin yapisinda ikincil yapilarin korundugu ve enzim yapisinda herhangi bir
bozunma olmadigr gorilmektedir. Enzim aktivite sonuglart da bu veriyi

desteklemektedir.
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Sekil 3.11 Saflastirilan LOX enzimine ait CD spekturumu
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3.5. SDS-PAGE analizi

Saflastirilan LOX enziminin safligi ve molekil agirhigi SDS-PAGE analiziyle
belirlenmistir. Sekil 3.11°deki SDS-PAGE gériintiisiinde M: Marker. 1: 2M Ure iceren
tampondaki ekstrakt, 2: 4M Ure iceren ekstrakt, 3: FPLC kolonundan alinan LOX
enzimini ifade etmektedir. Burada 3. Bant degerlendirildiginde yaklasik 32 kDa molekiil
agirhiginda oldugu gozlenmektedir. Ayrica ekstraktta gelen diger proteinlere ait

bantlarinda uzaklasmis olmas1 LOX enziminin saf halde izole edildigini gostermektedir.

LOX

Sekil 3.12 Saflastirilan LOX-un SDS-Page gériintiileri.

3.6. LOX Enziminin Biyoteknolojik Uygulamasi

Saflagtirllan LOX enziminin biyoteknolojik a¢idan etkinligi c¢alismasinda,
laboratuvar kosullarinda, elastinin ¢apraz baglanmasindaki enzim aktifligi incelenmistir.
Sekil 3.13.a’da elastin ¢ozeltisi, Sekil 3.13.b’de ise, pH 7.0 tamponunda hazirlanan LOX
enzimiyle 37°C’de LOX enzimiyle CuSO4.5H20 ¢0Ozeltisi varliginda oksijen
atmosferinde etkilestirildikten sonra capraz baglanmis elastin goriilmektedir. Yapilan
denemeler sonucuda, 0.4M CuSO4.5H20 ¢ozeltisinin kullanilmasi ve reaksiyon
ortamindan oksijen gazi gecirilmesiyle 37°C’de 20 saat reaksiyon sonrasinda capraz
baglanma gerceklesmistir. Dolayisiyla, saflagtirllan LOX enziminin elastin ¢apraz

baglanmasinda da etkin oldugu belirlenmistir.
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(b)

Sekil 3.13 Saflastirilan LOX enziminin elastin ¢apraz baglamasindaki etkinligi
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada LOX enziminin saflagtirilmasina yonelik kriyojel tabanli afinite
kolonu gelistirilmis ve bu kolonun enzimin saflastirilmasindaki etkinligi incelenmistir.
Afinite kolonu i¢in ligand se¢iminde, enzimin kofaktorii olan bakir iyonlariyla

etkilesimden yola ¢ikilmistir.

Calismanin ilk asamasinda sigir aortundan LOX enzimi igeren ekstraktin izolasyonu
gerceklestirilmistir. Calismanin ikinci asamasinda MaBt fonksiyonel monomerleri
sentezlenmis ve MaBt-Cu 6n organizasyon islemi yapilmistir. Sentezlenen MaBt-Cu
kompleksi ¢apraz baglayict MBA varliginda HEMA monomeri ile sifirin altindaki
sicaklik degerinde polimerlestirilmesiyle kriyojel afinite kolonu hazirlanmistir. Kriyojel
kolonlar por6z yapiya sahip olduklarindan, kromatografik sistemlerde diisiik basinglarda
calismaya izin vermektedir. Bu da enzimin bozunmadan saflastirilmasini saglamaktadir.
Bu ¢alismada kriyojel kolon olarak sentezlenen MaBt-Cu-HEMA’ya LOX yapisindaki
histidin uglarindan Cu ile baglanmanin saglanmasi hedeflenmis, boylece tek basamakta
saflagtirmanin gerceklestirilmesi amaglanmistir. MaBt-Cu-HEMA kriyojel kolonunun
SEM goriintiileri incelendiginde, kriyojellerin dnemli karakteristik 6zelliklerinden olan
birbirine bagl genis gdzenek yapist MaBt-Cu-HEMA yapisinda da kendini gostermistir.
Boylece kriyojel sentezinin basariyla gergeklestirildigi goriilmektedir. Kolonun FT-IR
analizi ise MaBt-Cu monomerinin karakteristik piklerini gostermektedir. Calismanin
diger agsamasinda LOX enzimi FPLC cihaziyla kromatografik yontemle saflagtirilmigtir.
Hem ekstraktin hem de saflastirma sonucu elde edilen saf enzimin protein icerigi
Bradford ydéntemine gore belirlenmistir. Saflastirma sonras1 0.9 mg mL™! derisimde LOX
enzimi elde edilmistir. Enzimin spesifik aktivitesi 23,92 umoldk 'mg™! olarak hesaplanmis
ve enzimin 75.6 % verimle saflastirildig goriilmiistiir. SDS-PAGE analizi sonrasi elde
edilen bant enzimin basaril1 bir sekilde saflastirildigini ifade etmektedir. Enzimin molekiil

agirhigi yaklasik olarak 32 kDa olarak belirlenmistir.

Calismanin  bir sonraki asamasinda enzim aktivitesini etkileyen faktorler
incelenmis, enzime ait Vmax ve Km degerleri bulunmustur. LOX enzimi maksimum
aktiviteyi pH 7’de gostermistir. Bu asamada elde edilen verilerin literatiirde ¢esitli LOX

enzimi saflastirma ¢alismalarinda elde edilen verilere yakin oldugu goriilmiistiir.
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Calismada LOX enzimi afinite temelli bir yaklasimla FPLC cihaz1 kullanilarak
saflastirilmistir. LOX enziminin saflastirilmasina yonelik dizayn edilen kriyojel kolon ve
bu kolonla tek basamakta saflagtirmanin yapilmasi agisindan c¢alisma yenilik
icermektedir. Dizayn edilen kriyojel kolon hem LOX enzimi i¢in spesifik ayirim
saglayacak monomeri i¢cermesi hem de ayirim sirasinda kolondaki geri basinci elimine
edecek siingerimsi yapida ve hareketli fazin gegisini kolaylastiracak makroporlara sahip
olmas1 agisindan oldukca avantajlidir. Ayrica, saflagtirilan enzimin kolondan ¢ikisinda
cihaza entegre FPLC cihazinin fraksiyon {iinitesinde hemen toplanmasiyla enzimin

saflagtirma basamaginda aktivasyon kayb1 6nlenmistir.

LOX enziminin aktivite ¢aligmalar1 genellikle kadaverinin (1,5 diaminopentan)
substrat olarak kullanildig1 reaksiyonlar iizerinden yapilmistir. Bu ¢alismada, literatiirden
farkll bir substrat, TRIS-2-aminoetilamin, kullanilarak enzimatik aktivite incelenmistir.
LOX enziminin yapisinda amin bulunduran bir substrati aldehite doniistiirmesi ve
reaksiyon sonrasi agiga H2O2 ¢ikmasi gergeklesmistir. Bu agidan degerlendirildiginde,
literatiirden farkli bir substratla LOX enziminin katalitik aktivitesinin incelenmesi de

yeniliktir.

Calismanin son asamasinda saflastirilan LOX enziminin biyoteknolojik a¢idan
etkinligi laboratuvar kosullarinda, elastinin ¢apraz baglanmasindaki enzim aktifligi
incelenmistir Yapilan denemeler sonucuda, 0.4 M CuSO4.5H20 ¢ozeltisinin kullanilmasi
ve reaksiyon ortamindan oksijen gazi gecirilmesiyle 37°C’de 20 saat reaksiyon
sonrasinda ¢apraz baglanma gerceklesmistir. Dolayisiyla, saflagtirilan LOX enziminin

elastin ¢apraz baglanmasinda etkin oldugu belirlenmistir.

Tiim bu veriler géz 6niine alindiginda, LOX enzimi saflastirlmasi ve aktivitesinin
tayini i¢in kolay ve tekrar tekrar uygulanabilir bir kromatografik materyal gelistirilmistir.
LOX enziminin bu metotla saflastirilarak, farkli biyoteknolojik uygulamalarda

kullanilabilir nitelikte oldugu goriilmektedir.
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